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1.1 Die Koronare Herzerkrankung 
 
Die koronare Herzerkrankung (KHK) stellt die Manifestation der Atherosklerose in 
den Herzkranzgefäßen dar. Sie zählt somit zum Formenkreis der kardiovaskulären 
Erkrankungen, denen ätiopathogenetisch eine stenosierende Veränderung der Arte-
rienwand zugrunde liegt. Als Folge der KHK treten Myokardinfarkte auf. Die außeror-
dentliche medizinische und ökonomische Bedeutung der kardiovaskulären Erkran-
kungen in den industrialisierten Ländern zeigt sich in den Todesursachenstatistiken, 
die von solchen Gefäßerkrankungen und deren Folgen angeführt werden. [Statisti-
sches Bundesamt Deutschland 2008; Rosamond et al. 2007]. 
 
1.1.1 Ätiologie der Atherosklerose 
 
Die Atherosklerose wurde seit Aufstellung der Lipidhypothese durch den deutschen 
Pathologen Rudolph Virchow 1856 als eine Fettspeicherkrankheit angesehen, wobei 
die Einlagerung von Blutfetten in die Gefäßwand im Mittelpunkt stand. Die Arterien-
wand selbst spielte in dieser Hypothese eine passive Rolle. Diese Grundannahme 
wurde zunehmend konkretisiert und in der Wissenschaft akzeptiert. Bei den schädi-
genden Blutfetten handelt es sich um Low density lipoprotein (LDL)-Cholesterin, das 
sich in oxidierter Form in die Intima der Gefäßwand einlagert. Mit zunehmender Er-
forschung der Gefäßwandveränderungen auf molekularer Ebene entwickelte sich 
eine andere Sichtweise. R. Ross postulierte 1973 erstmals in seiner Response-to-
injury-Hypothese, dass die Veränderungen in der Gefäßwand komplexe Reaktionen 
auf schädigende Einflüsse seien [Ross und Glomset 1973; von der Thüsen et al. 
2003]. Hiermit wurde die Gefäßwand in den Fokus gerückt. Zu den traditionellen Ri-
sikofaktoren als schädigende Einflüsse zählen Alter, Nikotinabusus, Hyperlipidämie, 
arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus [von der Thüsen et al. 2003] wie auch 
Adipositas. 
Heute zählt man die Atherosklerose zu den chronisch inflammatorischen Erkrankun-
gen. Es lassen sich zunehmend mehr Pathomechanismen aufklären, wie durch ver-
schiedene primäre Noxen die immer gleichen proinflammatorischen Kaskaden initi-




tes LDL in der Gefäßwand ein und unterhält dort eine fortschreitende Entzündung. 
Es induziert zum Beispiel über Nuclear factor-κB (NF-κB) die Expression von 
chemotaktischen Molekülen wie dem Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1). 
Diese Substanz wiederum fördert die Adhäsion von Leukozyten an Endothelzellen 
und deren Immigration in die Intima [Libby und Ridker 2006].  
Die voranschreitende Aufklärung der immunologischen Wechselwirkungen in der Pa-
thogenese der Atherosklerose eröffnet neue Perspektiven für die klinische Praxis. 
Zum einen können inflammatorische Mediatoren als Biomarker für die Diagnostik, 
den Verlauf und die Prognose dienen, zum anderen ist an neue antiinflammatorische 
Therapieansätze zu denken [Libby und Ridker 2006; Ikeda 2003, von der Thüsen et 
al. 2003]. 
 
1.1.2 Die atherosklerotische Läsion 
 
Die Entstehung und Progression der Atherosklerose ist ein chronisch fortschreitender 
Prozess, der bereits in der Adoleszenz und zunehmend schon in der Kindheit be-
ginnt. Zu symptomatischen Manifestationen kommt es zumeist im mittleren und hö-
heren Lebensalter [von der Thüsen et al. 2003]. Jede einzelne Läsion durchläuft ver-
schiedene Stadien, angefangen bei der Initiation bis hin zur Ruptur des atherosklero-
tischen Plaques. Innerhalb eines Individuums coexistieren zu einem Zeitpunkt ver-
schiedene Stadien der atherosklerotischen Plaques. Dabei spielt in jedem Stadium 
die Inflammation eine entscheidende Rolle [Libby 2006]. 
In der Initiierungsphase werden vermehrt proinflammatorische Zytokine als Zeichen 
der endothelialen Dysfunktion sezerniert. Zu ihnen zählen NF-κB, Interleukin-1α und 
1β (IL-1α, IL-1β), Interleukin-6 (IL-6), Tumornekrosefaktor α und β (TNF α, TNF β) 
und CD-40 Liganden [Libby 2006]. Diese locken chemotaktisch T-Lymphozyten und 
Monozyten an und fördern deren Adhäsion. Vermittler hierbei ist MCP-1 und VCAM-1 
(Vascular cell adhesion molecule-1) [Ikeda 2003; Libby 2006 ].  
Innerhalb der Intima transformieren die Monozyten vor allem unter dem Einfluss des 
Macrophage-colony stimulating factor (M-CSF) zu Makrophagen. Unter Ausbildung 
spezieller Rezeptoren phagozytieren sie oxidiertes LDL. Als Schaumzellen charakte-
risieren sie das Stadium des „Fatty streak“ [von der Thüsen et al. 2003]. 
Aktivierte T-Lymphozyten bilden vermehrt Chemokine und Wachstumsfaktoren wie 




2006]. Sie induzieren die Migration von glatten Muskelzellen aus der Media in die 
Intima und deren Proliferation [von der Thüsen et al. 2003]. Das von ihnen sezernier-
te Kollagen und Elastin formiert sich zur fibrösen Kappe, die schützend über dem 
lipiden Kern liegt. Diese Struktur bildet die Intermediärläsion, die je nach Überwiegen 
der fettigen Bestandteile als Atherom (fettiger Plaque) oder der fibrösen Anteile als 
fibröser Plaque bezeichnet wird. 
Die unregelmäßige Oberfläche führt bei Erosion des Endothels zu Thrombozytenan-
lagerung und -aktivierung. Außerdem kann es zur Ruptur der fibrösen Kappe kom-
men. Diese wird erweicht durch zwei parallele Mechanismen. Zum einen vermittelt 
Interferon- eine reduzierte Kollagen Synthese der glatten Muskelzellen, zum ande-
ren stimulieren CD-40 Liganden, IL-1 und IL-6 die Makrophagen zur Synthese von 
Kollagen-spaltenden Enzymen wie solche der Matrix Metalloproteinase (MMP) Fami-
lie. CD-40 Liganden erhöhen zusätzlich den Gewebefaktor als dominierendes Proa-
gulans in dem Plaque [Libby und Ridker 2006]. Bei Ruptur des Plaques kommt es so 
zur Koagulation. Als Folge bildet sich ein Thrombus, der das Gefäßlumen verlegen 




1.2  Interleukin-6 und Inflammation 
 
Interleukin-6 kommt eine sehr bedeutende Rolle bei der Atherosklerose zu. Als proin-
flammatorisches Zytokin hat es sich zu einem lokalen und zirkulierenden Marker für 
den Entzündungsgrad der koronaren Plaques entwickelt. 
IL-6 ist ein 26 kDa Zytokin, das vorwiegend von Lymphozyten, Monozyten und Mak-
rophagen, aber auch von Fibroblasten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen und He-
patozyten gebildet wird [Ikeda 2003]. Es lassen sich lokale von systemischen Wir-
kungen unterscheiden. In der atherosklerotischen Läsion stimuliert es die Expression 
von Gewebefaktor, Matrix-degradierenden-Enzymen und LDL-Rezeptoren sowie die 
Plättchenaggregation und Proliferation von glatten Muskelzellen. Es reguliert außer-
dem die Expression von Adhäsionsmolekülen und anderen proinflammatorischen 
Zytokinen wie IL-1β und TNF α [Ikeda 2003]. Systemisch ist es als Induktor der Aku-
te-Phase-Protein-Synthese (vor allem C-reaktives Protein (CRP) und Fibrinogen) 




geborenen Immunität. Zudem beeinflusst IL-6 die Induktion von Fieber, die Hämato-
poese sowie die B- und T-Zell-Aktivierung. Östradiol und Glukokortikoide hemmen 
die IL-6 Synthese [Terry et al. 2000]. IL-1β, TNF α, Lipopolysaccharide (LPS) und 
oxidiertes LDL steigern dementgegen die Expression von IL-6 [Libby 2002, Heinrich 
et al. 2003]. 
 
1.2.1  Interleukin-6 und KHK 
 
Es konnte in den letzten Jahren mehrfach nachgewiesen werden, dass erhöhte IL-6- 
und CRP-Plasmaspiegel die Schwere der Arterienwandentzündung und die Vulnera-
bilität zur Plaque Ruptur wiederspiegeln.  
Während bei der stabilen Angina pectoris keine erhöhten Serumwerte für IL-6 ge-
messen werden konnten, lassen sich signifikant erhöhte Werte bei der instabilen An-
gina sowie nach einem Myokardinfarkt dokumentieren [Biasucci et al. 1996; Sturk et 
al. 1992; Ikeda et al. 1992]. Dabei ist zirkulierendes IL-6 ein unabhängiger Marker für 
die Sterblichkeit unter instabiler Angina und kann Patienten identifizieren, die von 
einem frühen invasiven Management profitieren würden [Ikeda 2003]. Ridker et al. 
konnte in einer prospektiven Studie aufzeigen, dass ein erhöhter Basiswert an IL-6 
mit einem späteren Infarkt korreliert [Ridker et al. 2000]. In einem Experiment mit 
Apolipoprotein-E-defizienten Mäusen zeigte sich ebenfalls eine gesteigerte Progres-
sion der atherosklerotischen Plaques unter iatrogen erhöhten IL-6 Spiegeln [Huber et 
al. 1999]. Auch in vitro bestätigte sich bei isolierten Monozyten von Patienten mit in-
stabiler Angina und erhöhten CRP- und IL-6 Werten eine signifikant höhere IL-6 Pro-
duktion als bei Monozyten von Probanden mit unauffälligen Inflammations-
parametern [Libby 2002]. Patienten mit instabiler Angina weisen analog zu den er-
höhten IL-6 Spiegeln einen komplizierten Krankheitsverlauf während des stationären 
Aufenthaltes auf [Biasucci et al. 1996].  
Interleukin-6 scheint außerdem eine herausragende Stellung bei der Restenose nach 
perkutaner koronarer Intervention einzunehmen. Postinterventionell hohe IL-6 Spie-
gel korrelieren mit einer höheren Restenoserate [Suzuki et al. 2000]. Dies lässt sich 







1.3  Genetische Prädisposition bei der KHK 
 
Trotz fortgeschrittener Aufklärung der Pathomechanismen der koronaren Atheroskle-
rose kann keine eindeutige Ursache-Wirkung-Beziehung zwischen den klassischen 
Risikofaktoren und der Schwere der Manifestation der KHK hergestellt werden, die 
alle Krankheitsverläufe erklärt [von der Thüsen et al. 2003; Stephens und Humphries 
2003]. Vielmehr lässt sich immer detaillierter zeigen, dass genetische Faktoren einen 
Anteil an der Entstehung und der Progression der KHK haben. 
1979 hat A.M. Rissanen nachgewiesen, dass familiäre Prädisposition mit Abnahme 
des Manifestationsalters deutlich an Bedeutung gewinnt. J.M. Boer et al. bestätigte 
familiäre Morbiditätshäufungen und macht genetische interindividuelle Unterschiede 
für das Ausmaß der schädigenden Wirkung des Rauchens verantwortlich [Boer et al. 
1999].  
Insbesondere die Zwillingsstudien unterstreichen die Relevanz der Vererbung bei 
diesem Krankheitsbild. So zeigten Untersuchungen, dass der zweite Zwilling eines 
dizygoten Zwillingspaares bei Erkrankung des einen ein erhöhtes Risiko trägt, in frü-
hem Alter an einer KHK zu erkranken. Noch eindeutiger waren Untersuchungen mo-
nozygoter Zwillinge. Bei Erkrankung des einen, zeigte sich eine noch größere Risi-
kowahrscheinlichkeit für den zweiten, schon in frühen Lebensjahren eine koronare 






Abb. 1: Überlebenswahrscheinlichkeit des zweiten Zwillings beim Tod des ersten, jeweils für  
alle, dizygote und monozygote Zwillinge für verschiedene Altersstufen nach Frauen 
und Männern getrennt. (nach Marenberg et al. 1994) 
 
 
Die KHK ist somit ein multifaktorielles polygenes Krankheitsbild. Eine Vielzahl von 
Genen scheinen Kandidaten für ein erhöhtes Erkrankungsrisiko zu sein. Einige die-
ser Kandidatengene haben sich bereits als signifikante Risikofaktoren erwiesen, zum 
Beispiel Apolipoprotein E4 und Lipoproteinlipase im Fettstoffwechsel sowie weitere 




In den letzten zwei Jahren kamen genomweite Assoziationsanalysen hinzu, die einen 
hypothesenfreien Ansatz haben und das gesamte Genom auf Assoziation hin über-
prüfen (siehe dazu auch 5.2.2). So erwiesen sich einige Varianten als signifikant in 
Assoziation zur KHK. Keines dieser relevanten Varianten lag jedoch in einem Gen 
der Entzündungskaskade. Im Vordergrund stand eine antisense RNA codierende 
Sequenz CDKN2BAS (Cyclin-dependent kinase inhibitor) auf Chromosom 9p21 nahe 
den Tumorsuppressorgenen CDKN2A und CDKN2B [McPherson et al 2007, Helga-
dottir et al. 2007, The Wellcome Trust Case Control Consortium 2007, Samani et al. 
2007, Larson et al. 2007, Schunkert et al. 2008]. In zwei Studien ergaben sich Hin-
weise auf weitere sechs Loki: 1p13.3, 1q41, 2q36.3, 6q25.1, 10q11.21 und 15q22.33 
[Samani et al. 2007, Coronary Artery Disease Consortium 2009]. J. Erdmann et al. 
beschrieben einen zusätzlichen Lokus auf Chromosom 3q22.3, der in dem M-ras-
Protein-Gen liegt, das zur Superfamilie der G-bindenden Proteine gehört und ubiqui-
tär exprimiert wird, insbesondere mit hohen Expressionsraten im kardiovaskulärem 
System [Erdmann et al. 2009]. Eine andere genomweite Studie indentifizierte mittels 
Haplotypen-Assoziation (siehe dazu 1.5.3) eine Sequenz auf Chromosom 6q26-q27, 
das die Gene SLC22A3 (für organische Anionen/Kationen Transporter) , LPAL2 (Lip-
oprotein a like) und LPA beinhaltet. Letzteres codiert für das Apolipoprotein a. Inte-
ressanterweise war diese Region in den vorherigen genomweiten Assoziationsstu-
dien nicht in den Vordergrund getreten, weil sie eine ungenügende Abdeckung auf 
den gängigen Chips erfuhr [Trégouët et al. 2009].  
Um seltene Varianten aufzuspüren sind Kandidatengenstudien weiterhin notwendig, 
da sie aufgrund der kleineren Anzahl an Einzeltests bei der Korrektur auf multiples 
Testen (beschrieben in 4.3) seltene und weniger signifikante Varianten detektieren 
können. 
 
1.3.1  Polymorphismen im Interleukin-6 Gen 
 
Unter den inflammatorischen Faktoren ist IL-6 eines der besterforschten Kandidaten. 
D. Fishman et al. entdeckte 1998 den IL-6 -174 G/C Promotor Polymorphismus. Er 
konnte nachweisen, dass die G-Variante mit höheren IL-6 Plasmaspiegeln und einer 
vermehrten IL-6 Antwort auf Stressfaktoren assoziiert ist [Fishman et al. 1998]. Damit 
hat sich IL-6 als potentes Kandidatengen erwiesen. Zahlreiche weitere Studien konn-




C-Allel und der Schwere der Erkrankung oder konnten keine Zusammenhänge her-
stellen [Georges et al. 2001; Mysliwska et al. 2006; Lieb et al. 2004, Humphries et al. 
2001]. Eine Metaanalyse bestätigt, dass es keine eindeutige Genotyp-Phänotyp-
Assoziation gibt [Sie et al. 2006]. Als phänotypische Parameter wurden IL-6-
Plasmaspiegel, CRP-Spiegel sowie klinische Verlaufsparameter der KHK herange-
zogen. In einer neueren Studie beschäftigt sich A. Mälarstig et al. mit acht weiteren 
Polymorphismen innerhalb des IL-6 Gens. Auch hier konnte keine Verbindung zu 
Plasmaspiegeln und klinischem Verlauf der Patienten hergestellt werden [Mälarstig 
et al. 2007].  
Es besteht die Möglichkeit, dass nicht eine Genvariante alleine direkte Auswirkungen 
auf den Phänotyp hat, sondern erst verschiedene Interaktionen klinisch in Erschei-
nung treten. Zum einen kann ein Zusammenwirken einer Vielzahl verschiedener ge-
netischer Varianten, sogenannte Gen-Gen-Interaktion von Bedeutung sein [Terry et 
al. 2000]. Zum anderen ist eine Gen-Umwelt-Interaktion anzunehmen [Stephens und 
Humphries 2003], bei der eine genetische Variante die Wirkkette eines Umweltfak-
tors moduliert. 
Um den möglichen Anteil populationsrepräsentativer genetischer Varianten (mit ei-
nem Vorkommen von >5%) von Schlüsselgenen des IL-6-Signaltransduktionsweges 
(Pathways) an einem erhöhten KHK Risiko zu erfassen, sollen in dieser Arbeit meh-
rere Faktoren des IL-6-Signalweges beleuchtet werden, wie es in noch keiner Studie 
zuvor präsentiert wurde. Jeder an der Wirkungsentfaltung beteiligte Faktor hat prinzi-
piell das Potential, die Interleukinwirkung zu beeinflussen und stellt damit ein Kandi-
datengen und potentielles Therapie Ziel dar. Durch die Untersuchung des Pathways 




1.4  Interleukin-6-Signaltransduktionsweg 
 
Von wesentlicher Bedeutung im Interleukin-6 Metabolismus ist die Wirkungsentfal-
tung auf Rezeptorebene. Denn nur wenn hier eine adäquate Transduktion stattfindet, 





Die IL-6 Zytokin Familie beinhaltet sechs weitere Zytokine: IL-11, LIF (Leukaemia 
inhibitory factor), OSM (Oncostatin M), CNTF (Ciliary neurotrophic factor), CT-1 
(Cardiotrophin-1) und CLC (Cardiotrophin-like cytokine) [Heinrich et al. 2003]. Diese 
Zytokine vermitteln ihre biologische Aktivität durch einen komplexen Rezeptor mit 
mehreren Untereinheiten. Gemeinsam haben sie ein gp130 (Glykoprotein von 130 
kDa) Transmembranprotein als Signal vermittelnde Einheit. Interleukin-23 und 27 
verfügen über ähnlich aufgebaute Rezeptoren [von der Thüsen et al. 2003]. 
 
1.4.1  Der Interleukin-6 Rezeptorkomplex 
 
Spezifisch für Interleukin-6 ist der IL-6 Rezeptor (IL-6R). Bei Bindung von IL-6 kommt 
es zu einer Homodimerisation der beiden gp130, was eine Transphosphorylierung 
bewirkt. Diese aktiviert Janus Kinasen (JAK), die nach Tyrosin Phosphorylierung eine 
Bindungsstelle für STAT (Signal transducer and activator of transkription) aufweisen. 
STAT bindet und wird ebenfalls phosphoryliert [von der Thüsen et al. 2003]. Nach 
Ablösung erlangen zwei STAT Moleküle durch Dimerisation die Fähigkeit, in den 
Zellkern transportiert zu werden. Dort binden sie an spezifische STAT-
Bindungssequenzen im Bereich des Promotors des Zielgens auf der DNA und indu-
zieren die Transkription. Gehemmt wird die JAK/STAT Kaskade durch sogenannte 
Suppressor of cytokine signaling (SOCS). Sie unterdrücken die Phosphorylierung 
von gp130, JAK und STAT [Heinrich et al. 2003]. 
Ein anderer Transduktionsmechanismus ist die MAPK (Mitogen activated protein 
kinase) Kaskade. Wichtig bei der Vermittlung ist hier die SHP2 (Src-homology-2-
domain-containing tyrosine phosphatase) Bindungsstelle des gp130 [Heinrich et al. 
2003].  
Als dritte Kaskade ist die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) zu nennen. Sie ist assozi-
iert mit Wachstum (Insulin Wirkung) und Überleben (anti-apoptotische Effekte) der 
Zelle. Der molekulare Pathway liegt weitestgehend im Unklaren [Heinrich et al. 
2003].  
Bei der Termination der Signaltransduktion sind vorwiegend Phosphatasen involviert. 
Protein Tyrosin Phosphatasen (PTPs) können die aktive Seite eines Enzyms blockie-
ren und somit seine Aktivität herabsetzen [Heinrich et al. 2003].  




Abb. 2: Der Interleukin-6 Rezeptorkomplex. Die Bindung von IL-6 aktiviert multiple Kinasen, die  
 Transkriptionsfaktoren induzieren, welche die Expression von Genen des Immunsys- 
 tems triggern. 
 
 
1.5  Genetische Studien 
 
1.5.1  Studiendesign 
 
Bei einer genetischen Untersuchung, die eine Korrelation zwischen einer geneti-
schen Variante (Genotyp) und dem Auftreten von Merkmalen einer Erkrankung 
(Phänotyp) aufdecken soll, bietet sich die Fall-Kontroll-Assoziationsanalyse an.  
Dazu werden einzelne Gene, welche in der Pathophysiologie der zu untersuchenden 
Erkrankung eine Rolle spielen, als sogenannte Kandidatengene ausgewählt. Diese 
werden in Bezug auf ihre Variabilität in einer erkrankten Patientenkohorte verglichen 
mit denen einer Kontrollgruppe. Solch klassische Fall-Kontroll-Studie ist durch ihre 
Retrospektivität sehr effektiv und erlaubt große Kohorten im Sinne einer populations-
basierten Studie [Casas et al. 2006], die notwendig ist, um zufällige stochastische 
Effekte auszugleichen. 
Im Gegensatz dazu steht die genomweite Assoziationsanalyse, bei welcher das ge-
samte Genom auf Assoziation untersucht wird und die damit einen hypothesenfreien 






1.5.2  Genetische Varianten als biallelische Einzelbasenpolymorphismen  
 
Zur Identifizierung genetischer Varianten werden die einzelnen Basen einer Sequenz 
untersucht. Ein biallelischer Einzelbasenpolymorphismus (Single-nucleotide-
polymorphism, SNP) ist eine Position mit einfachem Basenaustausch in einem DNA 
Doppelstrang. Definitionsgemäß unterscheiden sich Mutation und Polymorphismus 
darin, dass Polymorphismen mit einer Häufigkeit von mindestens 1% in einer Popula-
tion auftreten. [Cichon et al. 2002]. Circa 90% aller Variationen im menschlichen Ge-
nom lassen sich auf Einzelbasenpolymorphismen zurückführen [Cichon et al. 2002]. 
Die SNPs sind eine wesentliche Grundlage der genetischen Unterschiede zwischen 
einzelnen Menschen. Aufgrund des häufigen Vorkommens der SNPs und ihrer relativ 
geringen Mutationsrate, sind sie einer statistischen Analyse sehr zugänglich. Die 
SNPs finden in der molekulargenetischen Analyse als genetische Marker ihre Funkti-
on. Sie dienen in der zu untersuchenden Gensequenz als Orientierungspunkte, de-
ren exakte Lokalisation bekannt ist. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind 18 Millionen 
SNPs beschrieben und 4,5 Millionen in HapMap geführt [www.hapmap.org], siehe 
dazu auch 1.5.3. 
SNPs kommen in kodierenden Exons vor, in Promotorregionen, in nicht-kodierenden 
Introns und in intergenetischen Bereichen. Polymorphismen können in allen Genab-
schnitten entscheidende Wirkungen auf die Replikation und den Aufbau des zu ko-
dierenden Proteins ausüben. 
 
1.5.3  Haplotypenanalyse und Kopplungsungleichgewicht 
 
Ein Haplotyp-Block beschreibt eine chromosomale Sequenz, die mit hoher Wahr-
scheinlichkeit zusammenhängend vererbt wird. Zwischen den Blöcken findet Re-
kombination statt [Wang et al. 2002]. Da die meisten SNPs diallelisch sind, finden 
sich bei 70-90% der Bevölkerung zwei, selten drei unterschiedliche Haplotypen (un-
terschiedliche Blocktypen) an einem Lokus [Freudenberg et al. 2002]. Innerhalb ei-
nes Haplotyp-Blocks sind eine Vielzahl von SNPs bekannt, er erstreckt sich über ei-
ne Länge von 10-100 kb.  
Die Mendelschen-Gesetze beschreiben eine rein zufällige nicht gekoppelte Verer-




Innerhalb eines Haploblocks werden die SNPs gekoppelt vererbt. Sie folgen also 
nicht den Mendelschen Gesetzen der zufälligen Verteilung sondern werden stets 
gemeinsam weitergegeben. Dies wird als Kopplungsungleichgewicht, englisch 
Linkage disequilibrium (LD), beschrieben [Wang et al. 2002] und als Korrelationsko-
effizient r² zwischen 0 und 1 angegeben, wobei 0,8 als signifikantes LD angesehen 
wird, also ein starkes Kopplungsungleichgewicht beschreibt [Reich et al. 2001].  
Durch die Identifizierung eines Marker-SNPs kann dadurch mit entsprechender 
Wahrscheinlichkeit auf die Identität des zweiten benachbarten SNP innerhalb eines 
Haplotyp Blocks geschlossen werden [Freudenberg et al. 2002]. SNPs, die eine hohe 
Kopplung zu den umliegenden Sequenzen aufweisen, markieren einen Haplotyp. Sie 
werden auch „tagging SNP“ (tSNP) genannt [Casas et al. 2006].  
Die Anzahl und die Auswahl der zu untersuchenden tSNPs für eine aussagekräftige 
Haplotypenanalyse kann nach Berechnung des Kopplungsungleichgewichtes zwi-
schen den SNPs eines Gens abgeschätzt werden. Dazu hat das Internationale Hap-
Map Konsortium das HapMap Projekt 2001 ins Leben gerufen. Ziel ist eine komplette 
Kartierung von Haploblöcken und -typen mit den dazugehörigen „tagging SNPs“ [The 
International HapMap Consortium. 2003]. Dabei können 300.000 bis 600.000 tSNPs 
die Identität von 10 Millionen SNPs beschreiben [www.hapmap.org]. Als Grundlage 
für die Kartierung dient dem HapMap Konsortium eine Kohorte von 270 Personen 
aus Nigeria (YRI), Japan (JPT), China (CHB) und den USA (Einwohner Utahs mit 
europäischen Vorfahren, CEU Kohorte der CEPH). Ein tSNP muss definitionsgemäß 
eine minor Allele frequency (minAF, Allelfrequenz des selteneren Alles) von >5% in 
dieser Stichprobe haben. Als Beispiel der Haploblockstuktur eines Gens ist in Abbil-






Abb. 3: MAPK1-Gen: alle identifizierten SNPs dieser Region (HapMap) und die Haploblock- 








2  Fragestellung 
 
Es konnte mehrfach nachgewiesen werden, dass erhöhte Interleukin-6 und CRP 
Plasmaspiegel mit der Progression der koronaren Herzerkrankung einhergehen. Wie 
IL-6 seine Wirkung entfalten kann hängt wesentlich von dem Effektor-Pathway ab. 
Dieser unterliegt der genetischen Kontrolle durch Expression der entsprechenden 
Untereinheiten. 
In der vorliegenden Arbeit wurde systematisch untersucht, ob sich genetische Vari-
anten aus zwölf verschiedenen Genen, die für bekannte Liganden, Rezeptoren oder 
Signaltransduktoren innerhalb des IL-6-Pathways kodieren, mit dem Auftreten der 
KHK assoziieren lassen. Dies wurde in einer groß angelegten populationsbasierten 
Fall-Kontroll-Kandidatengen-Assoziations-Studie erforscht. Dazu wurden 73 Single-
Nucleotide-Polymorphisms (SNP), die die vollständige Haplotyp-Information dieser 
Gene umfassen, aus folgenden Kandidatengenen untersucht: IL-6, IL-6ST, IL-6R, 






3  Material und Methoden 
 
3.1  Untersuchungsgegenstand 
 
In einer populationsbasierten Fall-Kontroll-Kandidatengen-Assoziations-Studie wur-
den 73 tagging Single-nucleotide-polymorphismen (tSNPs), die in Tabelle 1 aufgelis-
tet sind, aus 12 Kandidatengenen des IL-6-Pathways untersucht (IL-6, IL-6ST, IL-6R, 
IL27RA, JAK1, STAT3, MAPK1, MAPK14, PIK3R1 und PIK3CG sowie PTPN11 und 
PTPN22). Die Auswahl der Gene orientierte sich an dem IL-6-Pathway, der Teil des 
JAK/STAT-Pathways ist [Heinrich et al. 2003, Kisseleva et al. 2002, Alexander und 
Hilton 2004, Kim und Baumann 1999, http://www.genome.jp/dbget-
bin/www_bget?pathway+hsa04630]. Die Auswahl der tSNPs geschah durch die Be-
rechnung von Kopplungsungleichgewichts-Statistiken und Haplotyp-Mustern aus den 
HapMap CEU-Genotypen mithilfe der Haploview 3.2 Software [Barrett et al. 2005].  
 
Tab. 1: Die untersuchten 73 tSNPs der zwölf Gene des IL-6 Pathways 
 
Gen Chromosom 
Referenz Sequenz (rs) 
Identifizierungs Nummer  
Position Basen-
paar (bp) 













































































PTPN22 1 (p13.2) rs2476601 114089610 


















3.2  Charakterisierung des Patientenkollektivs 
 
3.2.1 Aufbau der Kartierungspopulation 
 
Die Kartierungspopulation wurde zwischen 2002 und 2006 durch das PopGen-
Projekt rekrutiert. Die Biobank PopGen (Population based assessment of genetic 
effects) ist Teil des deutschen Nationalen Genomforschungsnetzes (NGFN), dessen 
Aufgabe es ist, definierte Patienten- und Kontrollgruppen aus bestimmten geographi-
schen Bereichen zu rekrutieren [Krawczak et al. 2006; www.popgen.de]. Die Patien-
tenstichprobe für diese KHK Studie wurde im Rahmen des Kardiovaskulären Krank-
heitsnetzwerkes (CardioNet) des NGFN gebildet. Sie stammt aus geographisch en-
gen Gebieten Schleswig-Holsteins, begrenzt durch die dänische Grenze, die Nord- 
und Ostsee sowie den Nord-Ostsee-Kanal, siehe hierzu Abbildung 4. Dieses Areal 
beheimatet rund 1,1 Millionen Menschen. Die geographische Isolation drückt sich in 
geringen Migrationsraten aus, die eine homogene genetische Struktur der Bevölke-
rung fördern [Krawczak et al. 2006].  
 
 




Die Kontrollgruppe für die explorative Studie wurde im selben Zeitraum aus dem 
Großraum Kiel rekrutiert. Sie setzt sich aus der gleichen ethnischen Gruppe, Alter 
und Geschlechterverhältnis zusammen wie die Patientengruppe. Dadurch kann eine 
potentielle Populationsstratifizierung und die Selektion falsch positiver Assoziationen 
vermieden werden [Khlat et al. 2004]. 
Als Kontrollgruppe der Replikationsstudie diente die unabhängige MICK-Stichprobe 
(Metabolische Interventions Cohorte Kiel des Max Rubner Bundesforschungsinstituts 
für Ernährung und Lebensmittel). Diese populationsrepräsentative Stichprobe 





Um in die Patientenstichprobe eingeschlossen zu werden, musste eine angiogra-
phisch gesicherte KHK vorliegen. Diese wurde definiert durch eine mindestens 
70%ige Stenose einer der drei großen Koronargefäße. Mehr als 90% der Patienten 
wurden einer operativen oder interventionellen Myokardrevaskularisation unterzogen. 
Der Zeitraum der Herzkatheteruntersuchung beinhaltete die Jahre 1/1997 bis 
10/2004. Zu diesem Zeitpunkt durfte der Patient/die Patientin nicht älter als 65 Jahre 
sein. Es erfolgte eine Aufteilung in eine Kohorte mit einem Alter jünger als 55 Jahre 
bei der Untersuchung und eine mit einem Alter von 55-65 Jahren.  
Für die Kontrollstichprobe der explorativen Untersuchung wurden KHK Erkrankte 
heraus gefiltert, so dass eine KHK freie Stichprobe entstand. 
Bei der MICK-Stichprobe bestanden die Einschlusskriterien aus dem Merkmal des 
männlichen Geschlechts, einem Alter von 45-65 Jahren und der Abwesenheit einer 
Diabetes Erkrankung. 
 
3.2.3  Rekrutierung der Teilnehmer 
 
Zunächst wurden die geeigneten Patienten durch Recherche in den Herzkatheterbe-
richten aller angiographisch tätigen Einrichtungen des Einzugsgebietes identifiziert. 
Dazu zählen 5 Kliniken (Heide, Rendsburg, Kiel, Schleswig, Flensburg) sowie einige 




dass möglichst alle erkrankten Einwohner des Einzugsgebietes erfasst werden konn-
ten. 
Die ermittelten Patienten wurden von der Einrichtung, in der die Untersuchung erfolg-
te, angeschrieben, informiert und um Teilnahme gebeten. Nach Eingang der schriftli-
chen Einverständniserklärung (Written informed consent) erhielten die Patienten von 
der PopGen-Zentrale einen Fragebogen zu anamnestischen Daten und ein Blutent-
nahme-Set. Das Blut (3 x 10ml EDTA-Röhrchen) wurde entweder vom Hausarzt oder 
in der PopGen Zentrale entnommen, dazu musste der Teilnehmer gesondert einwilli-
gen.  
Um die hohe Rücklaufrate von 80% zu erreichen, wurden die Teilnehmer zusätzlich 
postalisch oder telefonisch kontaktiert. Außerdem wurden den Krankenakten der 
Teilnehmer detailliertere Angaben in Hinblick auf den Krankheitsverlauf, Ko-
Morbiditäten, Medikation und Laborparameter entnommen. Hiermit ließ sich der Fra-
gebogen der Patienten verifizieren und ergänzen.  
Die Kontrollstichprobe wurde vom Einwohnermeldeamt entsprechend der Kriterien 
bereitgestellt und auf demselben Wege wie die Patienten rekrutiert.  
Sowohl die Fragebögen als auch die Blutproben wurden durch eine fortlaufende Ko-
dierung pseudonymisiert. So kann weiterhin eine Verbindung zwischen Geno- und 
Phänotyp hergestellt werden, jedoch nicht mehr zu dem Spender.  
Alle Rekrutierungs- und Datenverarbeitungs-Prozesse wurden sowohl von der Ethik-
kommission der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel als auch von dem Daten-
schutzbeauftragten des Landes Schleswig-Holstein genehmigt (siehe Schreiben im 







Abb. 5: Rekrutierung der Kohorten durch das PopGen Projekt 
 
 
3.4  DNA-Isolierung und Genotypisierung 
 
3.4.1  Die DNA-Präparation 
 
Die Extraktion der DNA aus den EDTA-Blutproben der Patienten erfolgte unter Ver-
wendung des QIAGEN FlexiGene DNA Kits der Firma QIAGEN nach Vorgaben des 
Hersteller Protokolls vom Februar 2003. Hierbei können aus 10 ml Vollblut bis zu 













Tab. 2: Reagenzien und Geräte für die DNA-Extraktion 
 
Reagenzien und Geräte Anbieter 
QIAGEN FlexiGene DNA Kit: 
     Puffer FG1 
     Puffer FG2 
     QIAGEN Protease 
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
100% Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland 
70% Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 
Tris- EDTA-Puffer 
 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 
50 ml SarstedtTubes  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
2 ml Eppendorf Tubes Eppendorf, Köln, Deutschland 
Eppendorf Pipetten (100/1000µl) Eppendorf, Köln, Deutschland 
Pipettenspitzen Biosphere (100/1000µl) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Heraeus Multifuge 3 S-R Kendro, Langenselbold , Deutschland 
Heraeus Biofuge fresco Kendro, Langenselbold, Deutschland 
Schüttelwasserbad GFL 1086 
Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel, 
Deutschland 
Scientific Industries Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 
 
Die bei -80°C tiefgefrorenen Blutproben wurden hierfür bei 4°C aufgetaut. Zur Lyse 
der in den Proben enthaltenen Zellen wurde 10 ml Vollblut und 25 ml Puffer FG1 in 
50 ml-Tubes pipettiert, geschwenkt und fünf Minuten bei 2000 x g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen. Am Gefäßboden verblieben die als Pellet sedimentier-
ten Zellkerne und übrige feste Zellbestandteile. 
Zur Lyse der Proteine und Bindung von Kontaminationsstoffen wurden 5 ml Puffer 
FG2 und 50 µl QIAGEN Protease zugegeben und zur Resuspension gründlich gevor-
text. War die Lösung noch nicht homogen, wurde sie mit einem weiteren Milliliter 
FG2 aufbereitet. Nach 25-minütiger Inkubation im 65°C warmen Schüttelwasserbad 
lag die DNA in Lösung vor. 
Im nächsten Schritt wurde die DNA mittels Zugabe von 5 ml 100% Isopropanol prä-
zipitiert und durch dreiminütiges Zentrifugieren bei 2000 x g sedimentiert. Nach Ab-
gießen des Überstandes wurde dem DNA Sediment 1 ml 70% Ethanol zugegeben. 
Das Ethanol diente dem Auswaschen von Rückständen. Nach kurzem Vortexen 




gossen und gegebenenfalls der Rest abpipettiert. Das DNA Sediment trocknete 20 
Minuten bei Raumtemperatur bis der Alkohol vollständig evaporiert war. 
Zur Resuspension wurde der gereinigten DNA 1 ml Tris-EDTA-Puffer zugemischt. 
Nach kurzem Vortexen bei niedriger Geschwindigkeit wurde die DNA drei Stunden 
im 65°C warmen Schüttelwasserbad zur Lösung inkubiert und anschließend bei         
-20°C eingefroren.  
 
3.4.2  Die Herstellung von 384- PCR- Mikrotiterplatten 
 
Die Materialien, die für die folgenden Schritte verwendet wurden, sind in Tabelle 3 
zusammengefasst.  
 
Tab. 3: Reagenzien und Geräte zur Herstellung von 96- und 384- Well-Platten und 384- PCR-  
 Mikrotiterplatten 
 
Reagenzien und Geräte Anbieter 
PicoGreen® Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Invitrogen DNA Standard Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Tris-EDTA-Puffer Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Deutschland 




GE Healthcare, Buckinghamshire, UK 
Tecan Genesis RSP 150 Pipettierroboter 
Tecan Genesis RSP 150 mit te-mo Einheit 
Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutsch-
land 
Tecan Spectrafluor Plus Fluorometer Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutsch-
land 
Robbins Scientific® Hydra™ 384 Mikrodispenser Dunn Labortechnik GmbH, Asbach, Deutschland 
Platesealer ALPS-300 ABgene, Epsom, UK 
2 ml Eppendorf Tubes Eppendorf, Köln, Deutschland 
96 well Mikrotestplatten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
384 deep well storage plate ( 250 µl) ABgene, Epsom, UK 
96 deep well storage plate (0,8 ml) ABgene, Epsom, UK 







3.4.2.1  Qualitätskontrolle und Konzentrationsbestimmung 
 
Wir überprüften die Qualität der extrahierten DNA mittels Agarose-Gel-
Elektrophorese (0,8% Gel, 1h, 220V). Die Konzentrationsmessung geschah durch 
fluorometrische Konzentrationsbestimmung der genomischen DNA durch PicoGreen 
[Ahn et al. 1996; Singer et al. 1997; Rengarajan et al. 2002; Guillo et al. 2006]. Dabei 
fluoresziert der Farbstoff ausschließlich nach Anlagerung an doppelsträngige DNA. 
Somit verfälscht eine natürliche Kontamination mit Einzelstrang-DNA, RNA und Oli-
gonukleotiden nicht das Messergebnis. Für dieses Verfahren wurde eine 400x Tris 
EDTA / DNA-Verdünnung und die Farbstofflösung im Verhältnis 1:1 durch den Tecan 
Pipettierroboter in eine 96-Well (Kavitäten) -Mikrotestplatte pipettiert. Eine Mikrotest-
platte wurde mit 32 Proben in doppelter Ausführung, vier Leerwerten und fünf jeweils 
doppelten DNA-Standard-Konzentrationen bestückt, die übrigen Wells blieben frei. 
Nach fünf minütiger Inkubation im Dunklen erfolgte die Analyse im Tecan Spectraflu-
or Plus Fluorometer mit Hilfe der hauseigenen Software.  
 
3.4.2.2  Einstellen der Konzentration 
 
Der Pipettierroboter passte die Konzentration eines Teils der Proben (Aliquots) auf 
eine einheitliche Konzentration von 50 ng/μl an. Nach Verifizierung durch eine erneu-
te Konzentrationsmessung wurden die verdünnten Proben auf 96-Deep-Well-Platten 
(mit 96 Kavitäten) gebracht. Das Plattendesign schreibt 92 Proben, drei Wasser-
Leerwerte und eine Referenz vor. Als Referenz fungierte DNA, die aus Zellkulturen 
humaner Zellen (CEPH Centre d´Etude du Polymorphisme Humain, Paris, Frank-
reich) isoliert wurden. Die Platten wurden anschließend mit dem ALPS 300 Platesea-
ler versiegelt und tiefgefroren gelagert. 
 
3.4.2.3  Whole Genome Amplification 
 
Zur Amplifikation der genomischen DNA wurde eine WGA (whole genome amplifica-
tion) durchgeführt [Lovmar und Syvänen 2006]. Im Gegensatz zur PCR werden dabei 
nicht einzelne Abschnitte eines Chromosoms vervielfältigt, sondern in kleinen Frag-
menten das gesamte Chromosom und damit das vollständige Genom. Dabei wird die 




den Einsatz der DNA Polymerase des Bakteriophagen phi29 von Bacillus subtilis in 
der Multiple displacement amplification (MDA) Reaktion erreicht [Dean et al. 2002]. 
Hierbei steigt die DNA Konzentration exponentiell an und endet selbstlimitierend in 
einer Plateau Phase. Aus 10 ng genomischer DNA kann durch diese Methode 4-7 g 
DNA generiert werden.  
Die WGA wurde mit dem GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit nach Protokoll des 
Herstellers durchgeführt. Als Ausgangsmaterial diente 1g der Original DNA oder 
50ng/l Aliquots. Diese wurden mit dem Sample Puffer des Kits zur Denaturierung 
bei 95°C inkubiert. Anschließend wurde der Reaktionspuffer und der Enzym Mix des 
Kits zugefügt und zur Amplifizierung zwei Stunden bei 30°C inkubiert. 
 
3.4.2.4  Plattenherstellung 
 
Nach der WGA Reaktion wurden die Proben auf 96-Deep-Well-Platten in der Plat-
tendesign Anordnung verdünnt. Schloss sich eine SNPlex Typisierung an, mussten 
die Proben außerdem gemäß des SNPlex Protokolls fragmentiert werden (siehe da-
zu 3.4.4). 
Zur Hochdurchsatz-Typisierung wurden vier 96-Deep-Well-Platten auf einer 384-
Deep-Well-Platte zusammengefasst (mergen). Der Pipettiervorgang wurde durch den 
Tecan Pipettierroboter mit te-mo Zusatzmodul (96-Nadel-Einheit) ausgeführt. An-
schließend verteilte der Robbins Scientific Hydra 384 Mikrodispenser jeweils 5l aus 
den Proben der Deep-Well-Platten auf 384-Mikrotiter-PCR-Platten. Diese wurden 
getrocknet, versiegelt und so bei Raumtemperatur bis zur Genotypisierung gelagert. 
 
3.4.3  Die Genotypisierung mit der TaqMan Technologie 
 
Die TaqMan Technologie ist ein bevorzugtes Verfahren zur Genotypisierung von Ba-
sensequenzvariationen wie SNPs in umfangreichen Probandenkohorten. Differen-
ziert werden homozygote und heterozygote Allele.  
TaqMan vereinigt die klassische Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) mit der Detekti-
on der SNPs in einem Verfahren. Hierfür bedient sie sich spezifischer Detektions-
Sonden (Probes), die an eine einzige SNP Sequenz binden. Für die Markierung so-




Die Sonden zur Detektion der SNPs sind Oligonukleotide, die komplementär an die 
zu untersuchende Sequenz binden können und mit zwei fluoreszierenden Farbstof-
fen markiert sind [Lee et al. 1993]. Der eine ist der Reporter Farbstoff R (FAM: 6-
Carboxy-Fluorescein oder VIC von Applied Biosystems) am 5’-Ende und der zweite 
der Quencher Q (TAMRA: 6-Carboxy-Tetra-Methyl-Rhodamin) am 3’-Ende [Livak et 
al. 1995]. Durch ihre räumliche Nähe unterdrückt der Quencher die Emission des 
Reporters als sogenannter Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET). Sollen 
gleichzeitig zwei Allele untersucht werden, bedient man sich der oben genannten 
unterschiedlichen Reporter Farbstoffe, die in unterschiedlicher Wellenlänge fluores-
zieren, wobei FAM für das eine Allel und VIC für das andere spezifisch ist.  
Während der PCR synthetisiert die Taq-Polymerase vom Primer aus in Richtung der 
Sonde den komplementären DNA-Strang. Erreicht die Polymerase die hybridisierte 
Sonde, spaltet sie diese durch ihre intrinsische 5’3’ Exonukleaseaktivität. Der Re-
porter-Anteil kann sich vom Strang und dem Quencher entfernen und hebt die Emis-
sionsunterdrückung durch den Quencher auf. Dies ermöglicht die Fluoreszenz des 
Reporters. Die Polymerase entfernt im weiteren Verlauf auch den Quencher-Anteil 
und setzt die Neustrangsynthese fort. Damit die Taq-Polymerase nicht von der Son-
de aus synthetisieren kann, ist diese am  3’-Ende mit einem Phosphatrest blockiert. 
Da der Reporter freier intakter Sonden nicht fluoresziert und die nicht exakt hybridi-
sierten Sonden nicht gespalten werden, stellt die Fluoreszenz ein direktes Maß für 
die Menge der replizierten Templates der Zielregion dar. 
Eine Weiterentwicklung des oben beschriebenen Sonden-Designs stellt die TaqMan-
MGB (Minor groove binder) Sonde dar. Bei dieser ist am 3’-Ende zusätzlich ein MGB 
gebunden, was zu einer stabileren Bindung der Sonde an den komplementären DNA 
Strang führt, siehe dazu auch Abbildung 6. Diese Modifikation hat mehrere Vorteile. 
Es können kürzere Sonden eingesetzt werden, das Fluoreszenz Signal zur Detektion 
ist gegenüber dem Grundleuchten angehoben und die Diskriminierung zwischen 
exakt hybridisierten Sonden und fehlerhaft hybridisierten (Mismatch) erfolgt wesent-
lich genauer, was von entscheidender Bedeutung für die SNP Detektion ist [Afonina 






















Abb. 6: Prinzip des TaqMan-Assays 
 
Ausgangsmaterial für die TaqMan-Genotypisierung war die versiegelte 384-Well-
PCR-Mikrotiterplatte, die bereits die getrocknete DNA der zu untersuchenden Stu-
dienteilnehmer enthielt. Die Materialien für die folgenden Schritte sind in Tabelle 4 
aufgeführt.  
 
Tab. 4: Materialien zur Durchführung der PCR mit der TaqMan Technologie 
 
Reagenzien und Geräte Anbieter 
ABI TaqMan Genotyping Master Mix: 
     AmpliTaq Gold DNA-Polymerase 
     dNTP 
     optimierter PCR-Puffer 
     MgCl2 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
Tecan Genesis RSP 150 Pipettierroboter 
Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutsch-
land 
AB-0558 Adhesive PCR-Film ABgene, Epsom, UK 
ABI Gene Amp® PCR System 9700 Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
ABI PRISM® 7900 HT Sequence Detector Sys-
tem 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
Heraeus Labofuge 400 Kendro, Langenselbold , Deutschland 
Eppendorf Pipetten (100/1000/5000µl) Eppendorf, Köln, Deutschland 
Pipettenspitzen Biosphere (100/500/1000µl) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 




Zu der getrockneten DNA wurde der TaqMan Genotyping Master Mix zugegeben, 
der die für die PCR notwendige AmpliTaq Gold DNA-Polymerase enthält. Diese be-
nötigt zu Beginn der PCR eine zehnminütige Aktivierungsphase bei 95°C, kann dann 
aber in einem Temperaturoptimum von nur 60°C arbeiten. Außerdem beinhaltet der 
Mix die Nukleotide für die Neustrangsynthese. Zusätzlich wurde der entsprechende 
Assay beigefügt. Dieser besteht aus den zwei Sequenz-spezifischen Primern und 
Sonden für die beiden Allele. Die eine Sonde verfügt dabei über den FAM und die 
andere über den VIC Farbstoff. 
Pro Reaktion (2,5 ng DNA) setzte sich das Reaktionsgemisch von 5 µl wie folgt zu-
sammen: 2,5 µl TaqMan Genotyping Master Mix 
  0,0625 µl des entsprechenden Assay 
  2,4375 µl deionisiertes Wasser. 
Unter Verwendung des Tecan Genesis RSP 150 Pipettierroboters wurde die ent-
sprechende Menge des Reaktionsgemisches in die 384 Wells der Mikrotiterplatte 
gegeben. Anschließend wurden die Platten mit einer durchsichtigen Folie (AB-0558 
Adhesive PCR-Film) abgedeckt und abzentrifugiert. 
Die Amplifikation der DNA-Stränge verlief mittels des Gene Amp PCR Systems 9700. 
Dabei wurde zunächst durch eine zehnminütige Inkubation bei 95°C die AmpliTaq 
Gold DNA-Polymerase aktiviert. Im nächsten Schritt erfolgte die eigentliche Poly-
merase Ketten Reaktion im zwei-Schritt-Verfahren. In 45 PCR-Zyklen wurde jeweils 
zur Denaturierung der DNA-Stränge 15 Sekunden bei 95°C und zur Primer- und 
Sonden-Hybridisierung sowie der Neustrangsynthese eine Minute bei 60°C inkubiert. 
Nach Beendigung des letzten Zyklus kühlte der Thermocycler auf 4°C ab. Zum Ent-
weichen möglicher Luftblasen wurde das Reagenz kurz zentrifugiert. 
Am Ende der TaqMan-PCR fand eine Endpunkt Messung des Fluoreszenz Signals 
statt.  
 
3.4.4.  Das SNPlex Genotypisierungs Vefahren 
 
Mit dem SNPlex Verfahren kann ein größerer Durchsatz an Typisierungen erreicht 
werden indem im Gegensatz zur TaqMan Technologie nicht nur ein SNP sondern 48 
gleichzeitig diskriminiert werden [de la Vega et al. 2005].  
Die Umsetzung dieses Genotypisierungsverfahrens wurde exakt nach dem SNPlex 




Für weitere Informationen siehe SNPlex Genotyping System 48-plex User Guide 
vom April 2006 von Applied Biosystems 
(http://docs.appliedbiosystems.com/pebiodocs/04360856.pdf). 
Es wird zwischen Pre-PCR Schritten und Post-PCR Schritten unterschieden. Die 
Pre-PCR Schritte wurden zur Vermeidung von Kontaminationen räumlich getrennt 
von den Post-PCR Schritten durchgeführt. 
Die entscheidende Reaktion beim SNPlex Verfahren ist die zu Beginn stattfindende 
OLA Reaktion (Oligonukleotide ligation reaction) [Tobler et al. 2005]. Diese bezeich-
net die spezifische Bindung von Sonden an die SNP Region. Im zweiten Schritt wer-
den die gebundenen Sonden vom DNA-Strang getrennt und mittels PCR amplifiziert. 
An die vervielfältigten Sonden binden im dritten Schritt fluoreszierende Marker (Zip-
Chute) mit unterschiedlicher Länge. Nach Separierung der Marker können diese 
durch die Kapillar-Elektrophorese der Größe nach aufgetrennt und ausgewertet wer-
den. 
Die folgenden einzelnen Schritte sind in Abbildung 7 nachzuvollziehen. 
 
 
Abb. 7: Prinzip des SNPlex Genotypisierungs Vefahrens 
 
 
Die OLA-Reaktion basiert auf dem Prinzip der LCR (Ligase chain reaction), benutzt 




Pro SNP wird ein Assay (spezifische Sonden) mit zwei ASO (Allele specific oligos) 
und einem LSO (Locus specific oligo) benötigt. Das ASO ist ein Oligonukleotid, das 
an die SNP Sequenz eines Allels bindet. Somit decken zwei ASO beide Allele ab. Es 
enthält außerdem eine ZipCode Sequenz, an der später spezifisch eines der Marker 
(ZipChute) binden kann. Das LSO bindet neben dem ASO und ist nicht Allel spezi-
fisch, es verfügt zusätzlich über eine universelle Reverse-Primer Bindungssequenz.  
Außer dem Assay-Multiplex-Pool (für 48 SNPs) sind universelle Linker erforderlich. 
Diese lagern sich nicht an die DNA sondern an das ASO oder LSO an und beinhal-
ten ein Spacer Element, das einen späteren enzymatischen Abbau stoppt. ASO-
Linker halten die universelle Forward-Primer Bindungssequenz vor. 
Im zweiten Schritt verdauen 5’- und 3’-Exonukleasen alle nicht oder unvollständig 
gebundenen Oligonukleotide, die DNA Vorlage und die äußeren Regionen der ge-
bundenen Linker bis zum Spacer. Anschließend wird das übrig gebliebene Bin-
dungsprodukt mittels PCR amplifiziert, wobei einer der zugegebenen Primer mit ei-
nem Biotin Molekül markiert ist. 
Beim dritten Schritt werden die mit Biotin markierten Amplicons nach Denaturierung 
als Einzelstrang an eine Streptavidin beschichtete Platte gebunden, andere gelöst 
und ausgewaschen. Nach Zugabe und Bindung der 96 (plus 6 Kontrollen) verschie-
denen ZipChute Marker repräsentieren sie den Genotyp. 
So können im vierten Schritt nach Lösung der Marker von den Bindungsprodukten 
die ZipChutes in der Kapillar Elektrophorese über Mobilitäts-Modifikatoren differen-
ziert werden.  
 
3.4.5  Auswertung der Fluoreszenzmessungen von TaqMan und SNPlex 
 
Die Evaluation der Fluoreszenz erfolgte für die 384-PCR-Platten unter Verwendung 
des ABI PRISM 7900 HT Sequence Detector Systems. Ein Laserlicht mit der Wellen-
länge von 488 nm wurde auf jede einzelne Kavität der Mikrotiterplatte mit dem Unter-
suchungsmaterial gebracht. Die entsprechende Fluoreszenzemission wurde zu ei-
nem Spektrographen mit CCD-Kamera (Charge-coupled device camera) zurückgelei-
tet und konnte ausgewertet werden. 
Die Qualitätskontrolle erfolgte unter Anwendung eines Punktwolken- (Scatter-) Dia-
gramms, wie in Abbildung 8 dargestellt. Die Auswertung eines diallelischen Assays 




vierte Punktwolke tritt durch das Signal der Kontrollproben ohne DNA Gehalt nahe 
des Schnittpunktes von Abszisse und Ordinate auf. Die daraus resultierenden Daten 
wurden mit der Data Collection Software v2.0 verarbeitet und mit der GeneMapper 
Analysis Software v3.5.1 analysiert (geschützte Software von Applied Biosystems 
www.applied-biosystems.com). Zur Qualitätskontrolle der Daten wurde die von der 
Software automatisch durchgeführte Allelzuordnung manuell kontrolliert. Die so er-
haltenen Genotypen wurden als Textfile exportiert und darauf folgend in die SQL-














Abb. 8: Darstellung der Fluoreszenzmessung eines TaqMan Assays als  






3.5  Die statistische Analyse 
 
3.5.1  Statistische Qualitätskontrolle der Testergebnisse 
 
Die Verwaltung von Patientendaten, Probenzuordnung auf den Platten, Genotypisie-
rung und Markercharakteristika erfolgte in einem laboreigenen Datenbanksystem 
[Hampe et al. 2001]. Unter Anwendung dieses Systems wurden die Daten in das für 
die Statistik notwendige Format überführt.  
Zum Ausschluss grober systematischer Fehler, wie einer Populationsstratifizierung 
oder unzureichender Genotypisierung, wurde das Hardy-Weinberg-Equilibrium 
(HWE) unter Anwendung des 2-Tests als Qualitätskriterium berechnet.  
Hinter dem HWE steht ein theoretisches Modell, das die Genotypfrequenzen einer 
stabilen Population (unter Ausschluss von Migration, natürlicher Selektion oder nicht 
zufälligem Paarungsverhalten) aus den entsprechenden Allelfrequenzen vorhersagt. 
Eine Population befindet sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, wenn die Allel- und 
Genotypfrequenzen über viele Generationen stabil bleiben und dem Erwartungswert 
entsprechen, weichen die Genotypfrequenzen von diesem Erwartungswert des 
Gleichgewichts signifikant ab, kann davon ausgegangen werden, dass eine oder 
mehrere Annahmen dieses Modells gestört sind. Das Hardy-Weinberg-Modell hat 
auch für die meisten menschlichen Populationen seine Gültigkeit [Winnington et al. 
2005]. In Fall-Kontroll-Assoziationsstudien deutet eine Abweichung vom HWE meist 
eine Populationsstratifizierung, eine unzureichende Genotypisierung [Xu et al. 2002] 
oder eine unterschiedliche Sondenbindung bei hetero- und homozygoten Trägern an 
[Winnington et al. 2005]. Marker, welche in der Kontrollgruppe signifikant vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht abwichen (PHWE < 0,01), wurden deshalb von der weiteren 
Analyse ausgeschlossen. Darüber hinaus sind auch solche Marker von der weiteren 
Analyse ausgeschlossen worden, deren Genotypisierungserfolgsrate (Call rate CR) 
unter 95% lag. Zusätzliche Bedingung war außerdem eine Allelfrequenz des seltene-
ren Alles (Minor allel frequency, minAF) von >5%. Außerdem fand eine manuelle 
Überprüfung der über die Software erfolgten Allelzuordnung für alle verwendeten 






3.5.2  Statistische Auswertung der Testergebnisse  
 
Die Auswertung der Assoziations-Fall-Kontroll-Studie basiert auf dem Vergleich der 
Genotypverteilungen der untersuchten SNPs zwischen den betroffenen Personen 
(Fälle mit KHK) und nicht betroffenen Individuen (Kontrollen).Um festzustellen, ob 
sich die Allel- bzw. Genotypfrequenzen der beiden Testpopulationen signifikant von-
einander unterscheiden, wurde der Mehrfelder 2-Test nach Pearson angewendet 
[Ott J 1985]. Dieser überprüft die Unabhängigkeit zweier Merkmale, indem der Un-
terschied zwischen dem Erwartungswert und dem Beobachtungswert bestimmt wird. 
In der vorliegenden Studie sind diese beiden Merkmale zum einen der Phänotypsta-
tus (KHK) und zum anderen der biallelische Marker (Allel 1 und 2 oder Genotyp 11, 
22 und 12) unter der Nullhypothese, dass die Allel- oder Genotypfrequenzen in der 
Fallgruppe denen der Kontrollgruppe entsprechen. Aufgrund einer 2-Verteilung mit 
einem Freiheitsgrad wurde der p-Wert bestimmt. Ein Testausgang wurde als signifi-
kant betrachtet und die Nullhypothese zurückgewiesen, wenn der p-Wert kleiner als 
0,05 war. Der p-Wert wurde dazu nach dem dominanten, additiven und rezessiven 
Modell nach Wald bestimmt. 
Des Weiteren erfolgte die statistische Auswertung mit Hilfe des Chancenverhältnis-
ses (Odds Ratio, OR). p_e bezeichnet die Wahrscheinlichkeit der Exponierten, zur 
Fallgruppe zu gehören, und p_ne die entsprechende Wahrscheinlichkeit der Nicht-
Exponierten. Unter dieser Annahme berechnet sich die Chance der Exponierten, zur 
Fallgruppe zu gehören, zu odds_e = p_e/(1-p_e) und die Chance der Nicht-
Exponierten zu odds_ne = p_ne/(1-p_ne). Die OR ist dann OR = odds_e/odds_ne. 
Die Odds Ratio drückt somit aus, um wieviel größer die Chance ist, betroffen zu sein 
(hier: an KHK zu erkranken), wenn man der Gruppe mit Suszeptibilitätsfaktor (Expo-
nierte) zugehörig ist (z.B. Träger von Allel 1), verglichen mit den Trägern von Allel 2 
(der Gruppe ohne Suszeptibilitätsfaktor, nicht Exponierte). Die Odds Ratio kann ei-
nen Wert zwischen Null und Unendlich annehmen. Ein Wert von 1 bedeutet ein glei-
ches Chancenverhältnis. Ein Wert >1 zeigt eine Erhöhung der Wahrscheinlichkeit 
betroffen zu sein um den entsprechenden Faktor an, eine Wert <1 eine Verminde-
rung um den jeweiligen Faktor. Zusätzlich angegeben wird das 95% Konfidenzinter-
vall (CI), das das jeweilige Intervall, in der die OR mit einer Wahrscheinlichkeit von 




somit auch 1 betragen und ein gleiches Chancenverhältnis anzeigen und damit einen 
tatsächlichen Effekt unwahrscheinlich machen. 
Die logistische Regression gehört in der Statistik zur Kategorie der verallgemeinerten 
linearen Modelle. Wenn die zu untersuchende Zielgröße einen dichotomen Charakter 
aufweist (d.h. betroffen/nicht betroffen), kann sie für die Analyse genetischer Daten 
verwendet werden, um den Einfluss von Kovariaten in die Analyse einbeziehen zu 
können. In dieser Studie wurde mit Hilfe der logistischen Regression der Einfluss der 
Kovariaten Geschlecht, Bluthochdruck, Body Mass Index (BMI), Rauchen und Diabe-
tes mellitus berücksichtigt. 
 
3.5.3  Verwendete Programme  
 
Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Statistik-Programm „R“ durchge-
führt. Dieses ist ein frei zugängliches Rechenprogramm, welches durch das Projekt 
„The project for statistical computing“ entwickelt wurde und unter www.r-project.org 
einsehbar ist. Die statistische Auswertung fand mit Hilfe des Instituts für Medizinische 





4  Ergebnisse 
 
Im Rahmen der explorativen Kandidatengen-Studie sollten Genvarianten identifiziert 
werden, die für die Entwicklung einer KHK prädisponieren. Dafür wurden zunächst in 
der primären Studie 73 tagging SNPs aus zwölf Genen des Interleukin-6 Pathways 
auf Assoziation untersucht. Anschließend wurden diese Ergebnisse auf andere Ein-
flussgrößen adjustiert. Der signifikanteste SNP wurde in einer unabhängigen Stich-
probe repliziert und ebenfalls adjustiert. 
 
 
4.1  Die Stichproben 
 
Es ließen sich insgesamt 2199 an KHK erkrankte Patienten in die Fallstichprobe ein-
schließen. Diese teilen sich zur Hälfte in die Gruppe der Jüngeren (<55 Jahre) für die 
primäre Studie und die der Älteren (55-65 Jahre) für die Replikationsstudie auf. Das 
mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt bei den Jüngeren bei 48 Jahren, bei den Äl-
teren bei 57 Jahren. Die Rekrutierung fand sechs Jahre nach Diagnosestellung statt. 
Der Anteil der männlichen Teilnehmer beläuft sich auf 79%, wobei er mit 83% bei 
den Jüngeren etwas höher liegt als bei den Älteren mit 75%. 
Die Teilnehmerzahl der KHK-freien Kontrollgruppe für die Ausgangsstudie beläuft 
sich auf 636. Die Teilnehmer sind mit einem durchschnittlichen Alter von 62 Jahren 
bei der Rekrutierung 8 Jahre älter als die der entsprechenden Fallgruppe. Diese Kon-
trollgruppe wird zu gleichen Teilen von Männern wie von Frauen gebildet. 
Die MICK Kontrollstichprobe verfügt über 1079 Teilnehmer mit einem durchschnittli-
chen Alter von 57 Jahren, dieses liegt mit 6 Jahren unter dem der entsprechenden 
Fallgruppe. Die MICK Stichprobe besteht ausschließlich aus Diabetes-freien Män-
nern.  









Tab. 5: Beschreibung der Stichproben 
 








KHK 55-65 J. 
Kontrolle 
MICK 
Individuen 1096 636 1103 1079 
männlich (%) 917 (83,7) 319 (50,2) 828 (75,1) 1079 (100) 
weiblich (%) 179 (16,3) 317 (49,8) 275 (24,9) 0 (0) 
Mittleres Alter bei 
Rekrutierung (SD) 
54,2 (5,97) 62,2 (7,27) 63,3 (6,02) 57,0 (6,31) 
Mittleres Alter bei 
Diagnose (SD) 




4.2  Einfluss von Risikofaktoren 
 
Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf den genetischen Untersuchungen, bei der ei-
ne abweichende Verteilung von Genvarianten zwischen den Erkrankten und den 
Kontrollen innerhalb des Interleukin-6-Pathways detektiert werden sollte. Um eine 
Assoziation zwischen Genvariante und Phänotyp herstellen zu können, muss unter 
anderem eine Stratifizierung aufgrund eines Confounding Bias ausgeschlossen wer-
den. Dieser entsteht, wenn der genetische Unterschied in Wahrheit nicht mit dem 
Phänotyp der KHK assoziiert ist, sondern mit einem Risikofaktor, der wiederum mit 
der KHK einhergeht. Um diesen Fehler auszuschließen, wurde die logistische Re-
gression angewendet, mit deren Hilfe die Einflüsse der Risikofaktoren adjustiert wer-
den. Dabei wurden die fünf Faktoren Diabetes mellitus, Bluthochdruck, Body Mass 
Index (BMI), Rauchen und das Geschlecht mit einbezogen. Wurde die MICK-
Stichprobe für die Assoziationsanalyse verwendet, wurde nicht für Diabetes und das 
Geschlecht adjustiert, da die Abwesenheit von Diabetes und des weiblichen Ge-
schlechts ein Einschlusskriterium dieser Kontroll-Stichprobe war.  
 
4.2.1  Verteilung der Risikofaktoren innerhalb der Stichproben 
 
Insgesamt zeigte sich, dass die klassischen Risikofaktoren der KHK auch in diesen 
Stichproben deutlich häufiger bei den KHK-Patienten anzutreffen sind als unter den 




von mindestens 97,7% pro Stichprobe und Kategorie erzielt werden. Die einzelnen 
Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt. 
 
Tab. 6: Risikofaktoren innerhalb der Stichproben 
 
 Ausgangsstudie Replikationsstudie 
Risikofaktoren 
Fall 




KHK 55-65 J. 
Kontrolle 
MICK 
Individuen 1096 636 1103 1079 
männlich (%) 917 (83,7) 319 (50,2) 828 (75,1) 1079 (100) 
weiblich (%) 179 (16,3) 317 (49,8) 275 (24,9) 0 (0) 
Raucher (%) 869 (81,1) 324 (51,0) 754 (68,7) 190 (17,7) 
Diabetes mellitus 
(%) 
196(18,1) 31 (4,9) 218 (19,8) 0 (0) 
Bluthochdruck * 
(%) 
786 (73,2) 276 (43,5) 830 (75,7) 607 (56,3) 
BMI ≥ 30 (%) 323 (30,1) 95 (15,0) 275 (25,3) 200 (18,6) 
*Bluthochdruck ≥140mmHg systolisch oder ≥90mmHg diastolisch, J.=Jahre, BMI= Body Mass 
Index 
 
Von den Fällen mit einem Alter bei der Herzkatheteruntersuchung von unter 55 Jah-
ren haben 81,1% jemals geraucht. Dies wurde definiert durch einen Tabakkonsum 
von mindestens fünf Zigaretten täglich über einen Zeitraum von mindestens zwei 
Jahren. Bei der älteren KHK Stichprobe beträgt der Anteil der Raucher 68,7%. Im 
Vergleich zu den Kontrollen mit 51% und 17,7% liegt der Anteil der Raucher bei den 
Erkrankten deutlich höher. Ein nachgewiesener Diabetes mellitus besteht bei 18,1 
und 19,8% der KHK Patienten im Gegensatz zu einem Vorkommen von 4,9% bei der 
Kontrolle. Bei der MICK Kontroll-Stichprobe gehörte die Abwesenheit einer Diabetes 
Erkrankung zum Einschlusskriterium. Ein erhöhter Blutdruck, definiert durch einen 
systolischen Wert ≥140mmHg oder einen diastolischen ≥90mmHg, trat ebenfalls ge-
häuft innerhalb der KHK Stichproben auf, bei den jüngeren mit 73,2%, bei den älte-
ren mit 75,7%. Die Kontroll Stichproben zeigten mit 43,5% und 56,3% im Durch-
schnitt niedrigere Werte. Deutlich wird auch ein häufigeres Vorkommen der Adiposi-
tas mit einem BMI von ≥30 unter den Erkrankten, bei denen 25% bis nahezu 30% 
unter Fettleibigkeit leiden. Unter den Kontrollen liegt sie mit einem Anteil von 15% 





4.3  Primäre Assoziationsstudie 
 
In der primären Studie wurden 73 tagging SNPs aus zwölf Genen des Interleukin-6-
Pathways auf Assoziation untersucht. Als Stichproben dienten die jüngere KHK 
Stichprobe mit einem Alter bei der Herzkatheteruntersuchung von unter 55 Jahren 
(1096 Fälle) und eine populationsrepräsentative Kontrollstichprobe (636 Kontrollen). 
Eine erfolgreiche Genotypisierung konnte bei 1086 Fällen und 631 Kontrollen durch-
geführt werden. Diese Anzahl wurde jeweils als Grundlage zur weiteren Auswertung 
verwendet. 
Alle 73 SNPs erreichten eine Call rate von ≥ 95% und ein PHWE > 0,01. Es konnten 
allerdings nur 70 SNPs allen Qualitätskriterien Stand halten (Minor allele frequency 
minAF> 5%; PHWE > 0,01; Call rate ≥ 95%). Drei SNPs (IL6_rs2069843, 
IL6_rs2069860, IL6ST_rs11574780) erreichten nicht die erforderliche Allelfrequenz 
des selteneren Allels. Eine Tabelle dieser Daten befindet sich im Anhang (Tabelle 
14). 
Die Berechnung der Wahrscheinlichkeit, mit der das seltenere Allel den Phänotyp 
beeinflusst, wurde sowohl mit dem dominanten, dem additiven als auch dem rezessi-
ven genetischen Modell durchgeführt mit einer p-Berechnung nach Wald. Das domi-
nante Modell beschreibt, ob das Vorkommen der Genotypen 22 wie auch 12 gegen-
über 11 dominant ist und den Phänotyp zum Ausdruck bringt. Beim additiven Modell 
ist der Effekt eines jeweiligen Allels additiv auf den Phänotyp. Das heißt zwei Risiko-
allele zeigen einen deutlicheren Effekt als ein Allel, das sich aber auch im Phänotyp 
bemerkbar macht. Im rezessiven Modell hingegen zeigt sich ein Effekt nur bei ho-
mozygoten Trägern des Risikoallels, wobei der Genotyp 12 keinen Phänotyp zeigt. 
Bei vier SNPs ließ sich ein signifikanter Unterschied in der Verteilung des häufigeren 
und selteneren Allels bei der Fallgruppe gegenüber der Kontrollgruppe mit einem 
Signifikanzniveau von p<0,05 berechnen, das eine Assoziation zwischen Genotyp 
und Phänotyp vermuten lassen könnte, siehe hierzu Tabelle 7.  
Beim SNP rs6928 des MAPK1 Gens ist das seltenere Allel 2 (hier G-Allel) sowohl bei 
den homozygoten als auch den heterozygoten Trägern mit dem Phänotyp der KHK 
assoziiert mit einer Erhöhung des Risikos um den Faktor 1,41 (95% CI 1,13-1,77) 




quenzen der Anzahl der 22 und 12 Träger unter den Fällen (0,27 und 0,504) gegen-
über den Kontrollen (0,254 und 0,457), siehe hierzu Tabelle 8. 
Die anderen SNPs des MAPK 1 Gens hingegen haben ein OR<1 (95% CI 0,70-1,05). 
Entsprechend ist die Rate der Träger des 22 Allels unter den Kontrollen höher als 
unter den Fällen (bei rs9340 0,192 gegenüber 0,153 bei den Fällen). Der Effekt des 
seltenen Allels ist zudem rezessiv gegenüber dem des häufigen Allels. 
 
Tab. 7: Primäre Studie: Vier signifikante SNPs mit den Berechnungen nach dem dominanten,  
additiven und rezessiven Modell mit jeweils p nach Wald, Odds Ratio und 95%-CI (=95% 
Konfidenzintervall) 
 
 dominant additiv rezessiv 








































Tab. 8: Primäre Studie: Vier signifikante SNPs mit der Anzahl (N) sowie den Frequenzen (F) der 
Genotypen 11, 12 und 22 bei Kontrollen (co) und Fällen (ca), 1 ist dabei das häufigere, 
2 das seltenere Allel 
 
Gen mit SNP Nco Nca n11co n11ca n12co n12ca n22co n22ca F22co F12co F22ca F12ca 
MAPK1_rs6928 630 1082 182 245 288 545 160 292 0,254 0,457 0,27 0,504 
MAPK1_rs9340 630 1071 214 395 295 512 121 164 0,192 0,468 0,153 0,478 
MAPK1_rs11913721 631 1075 214 396 296 514 121 165 0,192 0,469 0,153 0,478 




Geht man von einer Normalverteilung der Allelfrequenzen innerhalb der 73 Tests 
aus, kann man bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 eine Anzahl von 3 bis 4 
Tests erwarten, die statistisch abweichen und damit keine echte Assoziation anzei-
gen. Die Korrektur auf multiples Testen nach Bonferroni fordert bei 73 Einzeltests ein 
Signifikanzniveau von 0,0007 , um die Irrtumswahrscheinlichkeit anzupassen. Nur 
ein SNP (MAPK1_rs6928) reicht bis auf eine Zehnerpotenz mit einem p von 0,0026 
an dieses Kriterium heran. Aufgrund der zahlreichen Einzeltests ist es formal nach 
Bonferroni als nicht signifikant assoziiert zu sehen. Es liegt im MAP-Kinase-1 Gen, 




SNPs beinhaltet (rs9340 und rs11913721). Dieser am stärksten assoziierte SNP 
(MAPK1_rs6928) wurde in einer zweiten unabhängigen Fall-Kontroll-Population auf 
eine Bestätigung des Assoziationssignals hin untersucht. 
rs7713645 zeigte sich zunächst auch signifikant und liegt vereinzelt im PIK3R1 Gen. 
Eine komplette Liste der Statistik aller SNPs befindet sich im Anhang (Tabelle 15 und 
16). 
 
4.3.1  Adjustierung des primären Ansatzes auf Risikofaktoren 
 
Um einen Confouding Bias auszuschließen, müssen die Ergebnisse der primären 
Studie auf Risikofaktoren der KHK mit Hilfe der logistischen Regression adjustiert 
werden. Dabei wurden fünf Faktoren miteinbezogen: Diabetes mellitus, Bluthoch-
druck, BMI, Rauchen und das Geschlecht. Auch nach Adjustierung blieben die Er-
gebnisse für die drei SNPs im MAP-Kinase-1-Gen konstant signifikant, wobei der 
signifikanteste (rs6928) eine Zehnerpotenz an Signifikanz verlor, wie in Tabelle 9 
nachzulesen ist. Der genetische Effekt blieb konstant. Der SNP im PIK3R1-Gen hin-
gegen wies nach Adjustierung keine Signifikanz mehr auf. Zusätzlich zeigten sich 
zwei weitere SNP Assoziationen, eines im MAP-Kinase-14-Gen (rs7757672) und ei-
nes im Janus-Kinase-1-Gen (rs310236), die Frequenzen sind in Tabelle 10 darge-
stellt. Die Statistik für die Adjustierung aller SNPs ist im Anhang zu finden (Tabelle 
17).  
 
Tab. 9: Primäre Studie: Signifikante SNPs mit den Berechnungen nach dem dominanten, addi- 
tiven und rezessiven Modell mit jeweils p nach Wald, Odds Ratio und 95%-CI (=95% 
Konfidenzintervall) nach Adjustierung auf die Risikofaktoren Diabetes mellitus, Blut-
hochdruck, BMI, Rauchen und das Geschlecht 
 
 dominant additiv rezessiv 




























































Tab. 10: Primäre Studie: Weitere zwei signifikante SNPs nach der Adjustierung mit der Anzahl  
(N) sowie den Frequenzen (F) der Genotypen 11, 12 und 22 bei Kontrollen (co) und Fäl-
len (ca), 1 ist dabei das häufigere, 2 das seltenere Allel 
 
Gen mit SNP Nco Nca n11co n11ca n12co n12ca n22co n22ca F22co F12co F22ca F12ca 
MAPK14_rs7757672 631 1075 285 535 294 441 52 99 0,082 0,466 0,092 0,41 




4.4  Replikation in einer weiteren unabhängigen Analysepopulation 
 
Um das Ergebnis der primären Studie zu bestätigen wurde der signifikanteste SNP 
(MAPK1_rs6928) in einer weiteren unabhängigen Stichprobe repliziert. Dazu diente 
als Fallstichprobe die ältere KHK Stichprobe mit einem Alter bei der Herzkatheterun-
tersuchung von 55-65 Jahren (1103 Fälle) und die MICK-Stichprobe als Kontroll-
gruppe (1079 Kontrollen). Eine erfolgreiche Genotypisierung konnte bei allen Fällen 
und bei 1001 Kontrollen durchgeführt werden. Alle drei Qualitätskriterien konnten 
eingehalten werden (CR ≥ 95%, PHWE > 0,01, minAF> 5%), wie im Anhang einzuse-
hen ist (Tabelle 18).  
In dieser Replikationsstudie zeigte sich keine Korrelation zwischen dem Genotyp und 
dem Phänotyp. Die zuvor signifikante Assoziation ließ sich nicht replizieren (siehe 
Tabelle 11). Zusätzlich spricht eine annähernd gleiche Verteilung der Genotypfre-
quenzen zwischen den Kontrollen und den Fällen für keinen genetischen Einfluss 
dieses SNPs auf das Erkrankungsrisiko (siehe Tabelle 12).  
 
Tab. 11: Replikationsstudie: Assoziationsstatistik für SNP rs6928 mit den Berechnungen nach  
 dem dominanten, additiven und rezessiven Modell mit jeweils p nach Wald, Odds Ratio  
und 95%-CI (=95% Konfidenzintervall)  
 
 dominant additiv rezessiv 













Tab. 12: Replikationsstudie: Genotypen und Allelfrequenzen für SNP rs6928 mit der Anzahl (N)  
 sowie den Frequenzen (F) der Genotypen 11, 12 und 22 bei Kontrollen (co) und Fällen  
 (ca), 1 ist dabei das häufigere, 2 das seltenere Allel 
 
Gen mit SNP Nco Nca n11co n11ca n12co n12ca n22co n22ca F22co F12co F22ca F12ca 





4.4.1  Adjustierung der Replikationsstudie auf Risikofaktoren 
 
Die Replikationsstudie wurde mit Hilfe der logistischen Regression auf die Risikofak-
toren Bluthochdruck, BMI und Rauchen adjustiert. Da als Einschlusskriterium für die 
MICK-Kontroll-Stichprobe die Abwesenheit einer Diabetes mellitus Erkrankung sowie 
des weiblichen Geschlechts bestand, verbietet sich die Adjustierung auf diese Risiko-
faktoren. Auch nach Adjustierung veränderten sich die statistischen Werte kaum ge-
genüber dem nicht adjustierten Ansatz. Der SNP rs6928 des MAPK1 Gens zeigte 
keine signifikante Assoziation mit der Erkrankung (siehe Tabelle 13). 
 
Tab. 13: Replikationsstudie: Assoziationsstatistik für SNP rs6928 mit den Berechnungen nach  
 dem dominanten, additiven und rezessiven Modell mit jeweils p nach Wald, Odds Ratio  
und 95%-CI (=95% Konfidenzintervall) nach Adjustierung auf Bluthochdruck, BMI und  
Rauchen  
 
 dominant additiv rezessiv 















5  Diskussion 
 
Unter den 73 untersuchten SNPs des IL-6-Pathways konnte in der vorliegenden Ar-
beit keines mit der KHK assoziiert werden. Die Replikationsstudie konnte eine vorläu-
fige Assoziation des SNP rs6928 im MAPK1 Gen nicht bestätigen.  
 
 
5.1  Limitationen dieser Studie 
 
Assoziationsstudien bergen zwei Fehler: den statistischen Fehler erster Ordnung 
(falsch positive Assoziation) und den Fehler zweiter Ordnung (übersehene Assoziati-
on). Typ I Fehler werden durch Korrekturen auf multiples Testen, Adjustierung ande-
rer Einflussgrößen (z.B. umwelt- oder verhaltensbedingte Risikofaktoren) und Repli-
kation der Assoziationsbefunde in unabhängigen Stichproben versucht zu vermei-
den. Typ II Fehler wirkt man mit einer Vergrößerung der Stichprobe zur Steigerung 
der Teststärke entgegen. Die am häufigsten zitierte Störgröße in populationsbasier-
ten Assoziationsstudien ist allerdings die unentdeckte Populationsstratifizierung 
[Cardon und Palmer 2003, Khlat et al. 2004]. Sie entsteht durch unbekannte Struktu-
ren innerhalb einer Population, die eine Assoziation einer genetischen Variante mit 
einem Phänotyp verdecken können. Diese können bedingt sein durch verschiedene 
ethnische Herkünfte von Unterpopulationen, die einen unterschiedlichen genetischen 
Hintergrund aufweisen, aber auch soziale Faktoren, als auch durch eine andere Al-
tersstruktur oder Geschlechterverteilung. Um diesem Effekt entgegenzuwirken müs-
sen die Fall- und Kontroll-Stichproben einen möglichst einheitlichen genetischen, 
geographischen und kulturellen Hintergrund haben. 
Die verwendeten Stichproben bewiesen sich bislang als genetisch homogen und re-
präsentativ [Steffens et al. 2006, Krawczak et al. 2006, Schunkert et al. 2008, 
Trégouët et al. 2009, Coronary Artery Disease Consortium 2009].  
Allerdings stellt beispielsweise das Ausschlusskriterium „Diabetes mellitus“ und 
„weibliches Geschlecht“ bei der MICK Stichprobe in Bezug auf deren Verwendung 
als Kontroll-Stichprobe für diese Studie eine Quelle einer möglichen Stratifizierung 
dar. Diese Kontrollstichprobe spiegelt aufgrund dieser beiden Ausschlusskriterien 




sondern auf Fehlen von Diabetes und weibliches Geschlecht selektiert. Daher lässt 
sich diese Kontrollpopulation nicht auf diese beiden KHK relevanten Risikofaktoren 
adjustieren. Hier könnte sich eine Populationsstratifizierung verbergen und damit das 
Ergebnis verzerren.  
Zusätzlich ist der genetische Einfluss zwischen den beiden KHK Stichproben mög-
licherweise nicht identisch, da sie sich durch das Manifestationsalter der KHK unter-
scheiden. Bei früher Manifestation einer Erkrankung spielt der genetische Hinter-
grund als Risikofaktor wahrscheinlich eine größere Rolle als bei älteren Patienten, 
wo die üblichen Risikofaktoren bereits über einen längeren Zeitraum ihren negativen 
Einfluss ausgeübt haben. Der Rückgang der Allelfrequenzen des Risikoallels bei der 
älteren KHK Stichprobe gegenüber der jüngeren stützt diese Annahme. Auch hier 
wäre eine andere unabhängige Fall-Stichprobe mit gleichem Alter beim ersten Auf-
treten der Krankheit zur Überprüfung der Hypothese sinnvoll. 
 
 
5.2  Genetische Relevanz der Signaltransduktionskaskade bei der  
       KHK 
 
Vorangegangene Studien über einzelne Einheiten der Signaltransduktionskaskade 
zeigten Zusammenhänge mit der KHK, die auf eine pathophysiologische Relevanz 
schließen lassen können. Zum einen aktiviert Angiotensin II, das eine bedeutende 
Rolle in der Pathogenese der KHK spielt, den JAK/STAT Pathway [Daugherty et al. 
2004] zum anderen wurde SOCS-3 in atherosklerotischen Läsionen als negativer 
Regulator nachgewiesen [Tang et al. 2005]. 
Die Entdeckung des IL-6 -174 G/C Promotor Polymorphismus, der mit erhöhten IL-6 
Plasmaspiegeln und einer vermehrten IL-6 Antwort auf Stressfaktoren assoziiert ist 
[Fishman D et al. 1998], rückte IL-6 in den Fokus der Kandidatengene. Bittar et al. 
zeigte in einer Studie die klinische Relevanz dieser Erkenntnisse für die koronare 
Herzerkrankung: es wurde die Prognose nach einer operativen Revaskularisation bei 
KHK mit dem oben genannten Polymorphismus der Promotorregion des IL-6 Gens   
(-174G/C) korreliert. Die Ergebnisse legten dar, dass das C-Allel mit erhöhten IL-6 
Werten und einem schlechteren Outcome nach einer operativen Revaskularisation 




Die vorliegende Studie verfolgte einen multigenetischen Ansatz, um systematisch 
eine Assoziation zwischen einer Vielzahl von Polymorphismen im IL-6 Signaltrans-
duktionsweg und der KHK zu untersuchen. Erstmalig wurde für die Atherosklerose 
die Signaltransduktionskaskade von IL-6 in einer genetischen Assoziationsanalyse 
untersucht. 
 
5.2.1  Kandidatengene bei der KHK 
 
Viele Studien der jüngeren Zeit haben sich mit Kandidatengenen zur Erforschung der 
genetischen Ursachen der KHK beschäftigt. Sie stehen vor allem in Zusammenhang 
mit veränderten Serumwerten von Lipiden, Einflussgrößen des Gerinnungssystems 
und der Entzündungskaskade wie CRP und IL-6. Einige dieser Kandidatengene ha-
ben sich bereits als signifikante Risikofaktoren erwiesen. Allerdings ist hervorzuhe-
ben, dass bei all diesen genetischen Risikofaktoren aus Kandidatengenstudien eine 
konsistente Replikation bisher ausgeblieben ist [Casas et al. 2006, Morgan et al. 
2007]. 
Es konnte aber nachgewiesen werden, dass herkömmliche Risikofaktoren zusam-
men mit genetischen Prädispositionen im IL-6 Gen das Risiko, an einer KHK zu er-
kranken erhöhen [Humphries et al. 2007].  
Bei relativ wenig untersuchten Varianten (Kandidatengenen) und einer großen Ko-
horte gewährleistet eine daraus resultierende ausreichende Teststärke (statistische 
Power) die Identifizierung auch von selteneren Varianten mit geringerem Effekt. Als 
Nachteil hat sich die andererseits daraus resultierende schlechte Reproduzierbarkeit 
erwiesen. Trotz der genomweiten Assoziationsanalysen sind daher Kandidatengen-
Assoziationsstudien weiterhin notwendig, um seltene Varianten aufzuspüren. 
 
5.2.2  Genomweite Assoziationsanalysen als neuer Ansatz 
 
In den letzten zwei Jahren rückte ein anderes Verfahren bei der Assoziation von Ge-
nen und Phänotypen in den Vordergrund. Es wurden weniger gezielt Regionen der 
Kandidatengene analysiert sondern das gesamte Genom mittels ausgewählter SNPs 
auf Assoziationen geprüft. Dies wurde erst möglich durch die Etablierung von Gen-
chips, die 100.000 bis 1.000.000 SNPs gleichzeitig darstellen können. Diese SNPs 




lichst eine breite Abdeckung zu erzielen. Sie können aber nur als Anhaltspunkte für 
die variable Region gelten. Bei aussagekräftigen Varianten, die eine Assoziation 
vermuten lassen, muss die Gen Region näher betrachtet werden und eine Genotypi-
sierung folgen. Hierin liegt eine Limitation des Verfahrens.  
In den jüngst veröffentlichten genomweiten Assoziationsstudien erwiesen sich einige 
SNPs als signifikant in Assoziation zur KHK. Keines dieser relevanten Varianten lag 
jedoch in einem Gen der Entzündungskaskade (siehe auch 1.3). 
Dieser Ansatz eröffnet die Möglichkeit, neue Loki zu entdecken unabhängig von ih-
rem codierenden Inhalt. Somit können Gene in Assoziation gebracht werden, die zu-
vor keine Berücksichtigung fanden und somit neue Hinweise auf mögliche Pathome-
chanismen geben. Auf der anderen Seite ist die Abdeckung der potentiellen Risiko-
gene unvollständig. Die enorm hohe Anzahl untersuchter Varianten setzt zusätzlich 
aufgrund der Notwendigkeit auf Korrektur tausender Einzeltests eine größere Signifi-
kanz der einzelnen Variante zur Identifikation voraus wodurch seltenere, aber rele-
vante Varianten nicht detektiert werden. Dem kann nur entgegen gewirkt werden 
durch eine ebenso massive Vergrößerung der Stichproben mit entsprechender Stei-
gerung der Teststärke. Dies stellt derzeit das größte Problem dar und erschwert 
dadurch ebenso die konsistente Replikation der bisherigen Ergebnisse.  
Die vorliegende Studie als Kandidatengen Assoziationsstudie verfolgte grundsätzlich 
den klassischen Ansatz. Ausgangspunkt der Analyse war eine Auswahl von tagging 
SNPs des IL-6 Pathways. Sie schloss somit auch SNPs ein, die keine Berücksichti-
gung auf den Genchips fanden. Zusammenfassend konnte dabei jedoch keine signi-
fikante Assoziation mit der KHK nachgewiesen werden. Dies steht im Einklang mit 
den Ergebnissen der genomweiten Assoziationsstudien, die ebenfalls keine relevan-
ten Polymorphismen im Bereich von Immungenen nachweisen konnten.  
 
 
5.3  Ausblick 
 
Die koronare Herzerkrankung muss als ein sehr komplexes Krankheitsbild verstan-
den werden, bei der insbesondere die Kombination zwischen einer spezifischen ge-




und individuelles Risiko darstellt, an ihr zu erkranken [Stephens und Humphries 
2003].  
Die zunehmende Erforschung von genetischen Risikofaktoren eröffnet neue Blick-
winkel auf die Pathophysiologie der Erkrankung. So werden einzelne Risikogene in 
einen neuen Kontext gesetzt und tragen zum besseren Verständnis der Genese der 
Erkrankung bei. Die vollständige ätiologische Klärung der koronaren Herzerkrankung 
ist aus verschiedenen Gesichtspunkten von grundlegender Bedeutung. Sie bietet 
Ansatzpunkte zur Primär-, Sekundär- und Tertiärprävention der KHK, eröffnet aber 
auch neue therapeutische und pharmakologische Perspektiven. 
Diese Studie bietet die Basis für weitere Untersuchungen auf dem Themengebiet der 
genetischen Grundlagen der koronaren Herzerkrankung. Wir konnten unter Durch-
führung der Haplotypenanalyse innerhalb verschiedener Gene des IL-6-Pathways 
nachweisen, dass keiner der hier untersuchten SNPs für eine Zunahme des Risikos 
an einer KHK zu erkranken, verantwortlich ist. Um eine noch immer unvollständige 
SNP-Abdeckung der genomweiten Assoziationsanalysen zu schließen, wird es wei-
terhin erforderlich sein, Kandidatengen Studien durchzuführen, wie in dieser Arbeit 
vorgelegt. Desweiteren rücken auch Untersuchungen von Gen-Gen-Interaktion wie 








6  Zusammenfassung 
 
Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist gemessen an der Morbidität und der Mortali-
tät eine der wichtigsten Erkrankungen der industrialisierten Gesellschaft der heutigen 
Zeit. Die Genese ist multifaktoriell, neben bekannten Risikofaktoren besteht auch 
eine wesentliche erbliche, polygene Komponente, die zur Entstehung der Erkrankung 
beiträgt. Bisher wurden zahlreiche genetische Faktoren in Kandidatengenstudien 
ausfindig gemacht, die jeweils aber nur einen sehr kleinen Risikozuwachs bedingen. 
Die Inflammation und die Entzündungsmediatoren sind von entscheidender Relevanz 
in der Pathogenese der KHK. Studien zeigten, dass der Entzündungsmediator Inter-
leukin-6 (IL-6) eine zentrale Rolle in verschiedenen Krankheitsstadien spielt.  
In der vorliegenden Arbeit wurde der IL-6 Signaltransduktionsweg als Ganzes be-
trachtet. In einer groß angelegten populationsbasierten Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie wurden 73 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) aus zwölf 
Kandidatengenen des IL-6 Signaltransduktionsweges untersucht. Dies geschah zu-
nächst in einer explorativen Studie mit einer 1.096 Fälle umfassenden jüngeren KHK 
Stichprobe (Krankheitsbeginn vor dem 55. Lebensjahr) im Vergleich zu einer 636 
Individuen umfassenden gesunden und ethnisch gepaarten Kontrollstichprobe. Im 
zweiten Schritt wurde die Assoziation eines potentiell assoziierten SNP in einer Rep-
likationsstudie getestet. Diese beinhaltete eine ältere KHK Stichprobe von 1.103 Per-
sonen (Krankheitsbeginn mit 55-65 Jahren) und eine weitere unabhängige 1.079 
Personen umfassende Kontrollstichprobe („Metabolische Interventions Cohorte 
Kiel“). Die Genotypisierung erfolgte mittels der SNPlex und TaqMan Technologie. 
Beide Ansätze wurden soweit möglich auf die KHK relevanten Risikofaktoren Rau-
chen, Gewicht, Bluthochdruck, Diabetes und Geschlecht mittels logistischer Regres-
sion adjustiert.  
In der primären Studie wurden Assoziationen von drei SNPs innerhalb des Gens 
MAPK1 (Mitogen activated protein kinase 1) identifiziert, mit SNP rs6928 als am 
stärksten assoziiert (p=0,0026 OR=1,41 95% CI 1,13-1,77). Diese Assoziationen wa-
ren vor und nach Adjustierung um die Risikofaktoren signifikant. Die Assoziation des 
am stärksten assoziierten SNP rs6928 wurde in unabhängigen Stichproben repliziert. 





Die in jüngster Zeit durchgeführten genomweiten Assoziationsanalysen haben Asso-
ziationen von genetischen Varianten mit der KHK identifizieren können. Unser Be-
fund passt in den Gesamtkontext des derzeitigen Wissensstandes. Ein Positivbefund 
in einem Gen der untersuchten Entzündungskaskade konnte bisher auch in anderen 
Studien nicht bestätigt werden. Die vollständige ätiologische Klärung der koronaren 
Herzerkrankung ist nach wie vor von grundlegender Bedeutung, um effektive An-
satzpunkte zur Prävention der KHK wie neue therapeutische und pharmakologische 
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8  Anhang 
 
Tab. 14: Primäre Studie: 73 SNPs mit den Qualitätskriterien Call rate (CR), Chi-Quadrat-Test,  
Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE), Frequenz des selteneren Allels (minAF) bei Kon- 
trollen (co) und Fällen (ca) sowie Anzahl (N) der Kontrollen (co) und Fälle (ca) 
 








IL27RA_rs6511905 631 1070 0,99 0,064 0,07624 0,25 0,26 
IL27RA_rs11881500 631 1071 0,99 0,161 0,26127 0,29 0,29 
IL27RA_rs2306190 631 1082 1 0,096 0,10725 0,42 0,43 
MAPK1_rs6928 630 1082 1 4,891 0,03372 0,48 0,52 
MAPK1_rs9340 630 1071 0,99 3,814 0,28599 0,43 0,39 
MAPK1_rs2298432 631 1073 0,99 1,186 0,05029 0,39 0,41 
MAPK1_rs9610470 631 1084 1 3,096 0,66274 0,25 0,23 
MAPK1_rs11913721 631 1075 0,99 3,759 0,30516 0,43 0,39 
IL6_rs2069824 630 1084 1 0,004 0,07371 0,08 0,08 
IL6_rs1800795 631 1073 0,99 0,127 0,75765 0,43 0,43 
IL6_rs2069832 631 1073 0,99 0,318 0,67185 0,42 0,43 
IL6_rs2069843 631 1084 1 0,862 0,68584 0,02 0,02 
IL6_rs2069860 631 1083 1 2,041 0,93634 0 0,01 
MAPK14_rs851034 631 1073 0,99 0,032 0,41542 0,29 0,29 
MAPK14_rs851024 631 1081 1 0,037 0,01370 0,48 0,49 
MAPK14_rs851023 631 1084 1 0,067 0,60019 0,14 0,14 
MAPK14_rs2145362 631 1075 0,99 0 0,45840 0,11 0,11 
MAPK14_rs851006 631 1075 0,99 0,029 0,75369 0,27 0,26 
MAPK14_rs12200998 631 1073 0,99 0,112 0,01393 0,48 0,49 
MAPK14_rs7757672 631 1075 0,99 1,24 0,04728 0,32 0,3 
STAT3_rs2272087 628 1067 0,99 0,207 0,94257 0,16 0,17 
STAT3_rs1053005 631 1074 0,99 0,493 0,53902 0,19 0,2 
STAT3_rs2293152 631 1073 0,99 0,289 0,47555 0,41 0,4 
STAT3_rs3816769 631 1081 1 0,528 0,86164 0,35 0,36 
STAT3_rs9912773 631 1084 1 0,003 0,97479 0,26 0,26 
STAT3_rs744166 630 1082 1 1,125 0,65562 0,41 0,43 
IL6ST_rs10471960 631 1081 1 0,091 0,84802 0,12 0,12 
IL6ST_rs1900173 631 1082 1 0,002 0,36753 0,08 0,07 
IL6ST_rs11574780 631 1084 1 2,764 0,68436 0,05 0,04 
IL6ST_rs7719246 631 1084 1 0,026 0,97708 0,13 0,13 
IL6ST_rs10940495 631 1081 1 0,013 0,56887 0,27 0,28 
IL6ST_rs6870870 630 1076 0,99 0,013 0,37390 0,41 0,41 
JAK1_rs310244 631 1071 0,99 0,62 0,34303 0,25 0,24 
JAK1_rs2780819 631 1076 1 1,643 0,75206 0,29 0,27 
JAK1_rs188698 631 1083 1 1,769 0,69030 0,36 0,34 
JAK1_rs310228 631 1074 0,99 0,761 0,36561 0,14 0,13 
JAK1_rs2256298 631 1082 1 0,961 0,07016 0,28 0,27 
JAK1_rs310236 630 1068 0,99 2,47 0,75673 0,36 0,33 
JAK1_rs3790541 631 1077 1 1,771 0,82366 0,11 0,1 
JAK1_rs310202 631 1080 1 1,175 0,40150 0,22 0,2 
JAK1_rs310199 630 1073 0,99 1,13 0,80224 0,29 0,27 
PIK3R1_rs40419 631 1079 1 0,072 0,22815 0,42 0,43 




PIK3R1_rs7713645 631 1072 0,99 0,282 0,01061 0,48 0,49 
PIK3R1_rs34300 631 1075 0,99 0,679 0,44089 0,14 0,15 
PIK3R1_rs10940160 631 1083 1 0,207 0,47535 0,46 0,46 
PIK3R1_rs2161120 631 1078 1 0,093 0,44944 0,44 0,45 
PIK3R1_rs10515074 631 1084 1 0,166 0,37010 0,21 0,21 
PIK3R1_rs1819987 631 1079 1 0 0,82255 0,4 0,4 
PIK3R1_rs34306 631 1082 1 0,605 0,45989 0,15 0,16 
PIK3R1_rs1550805 631 1083 1 0,5 0,13588 0,09 0,1 
PIK3R1_rs1445760 631 1081 1 0,876 0,76712 0,47 0,49 
PIK3R1_rs1043526 631 1084 1 0,26 0,92041 0,14 0,14 
PIK3R1_rs9291926 629 1072 0,99 0,187 0,59773 0,49 0,5 
PIK3CG_rs4727666 631 1082 1 0,658 0,45670 0,18 0,19 
PIK3CG_rs1526083 631 1072 0,99 1,409 0,77131 0,4 0,38 
PIK3CG_rs849367 631 1084 1 0,005 0,48955 0,1 0,1 
PIK3CG_rs4730205 631 1082 1 0,163 0,64249 0,31 0,32 
PIK3CG_rs12667819 631 1081 1 1,367 0,73686 0,46 0,44 
PIK3CG_rs849412 630 1083 1 0,013 0,37651 0,14 0,14 
PTPN11_rs11066301 630 1080 1 0,085 0,27019 0,46 0,45 
PTPN11_rs2301756 631 1082 1 3,34 0,25163 0,11 0,09 
PTPN11_rs11066323 631 1076 1 0,496 0,98205 0,08 0,07 
PTPN22_rs2476601 631 1083 1 1,255 0,37327 0,12 0,11 
IL6R_rs952146 631 1075 0,99 3,38 0,57912 0,4 0,37 
IL6R_rs4845618 631 1075 0,99 0,399 0,39740 0,44 0,45 
IL6R_rs7549250 630 1083 1 0,285 0,58753 0,44 0,45 
IL6R_rs7518199 631 1074 0,99 0,044 0,19928 0,39 0,39 
IL6R_rs4845623 631 1076 1 0,038 0,08996 0,4 0,4 
IL6R_rs4845374 631 1074 0,99 0,402 0,22482 0,17 0,16 
IL6R_rs8192284 631 1082 1 0,311 0,23783 0,39 0,38 
IL6R_rs2229238 631 1073 0,99 1,015 0,72261 0,19 0,2 


























Tab. 15: Primäre Studie: 73 SNPs mit den Berechnungen nach dem dominanten, additiven und 
rezessiven Modell mit jeweils p nach Wald, Odds Ratio und 95%-CI (=95% Konfidenz-
intervall) 
 
 dominant additiv rezessiv 
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Tab. 16: Primäre Studie: 73 SNPs mit der Anzahl (N) sowie den Frequenzen (F ) der Geno- 
typen 11, 12 und 22 bei Kontrollen (co) und Fällen (ca), 1 ist dabei das häufigere, 2 das  
seltenere Allel 
 
Gen mit SNP Nco Nca n11co n11ca n12co n12ca n22co n22ca F22co F12co F22ca F12ca 
IL27RA_rs6511905 631 1070 360 589 222 411 49 70 0,078 0,352 0,065 0,384 
IL27RA_rs11881500 631 1071 326 533 247 446 58 92 0,092 0,391 0,086 0,416 
IL27RA_rs2306190 631 1082 221 355 288 530 122 197 0,193 0,456 0,182 0,49 
MAPK1_rs6928 630 1082 182 245 288 545 160 292 0,254 0,457 0,27 0,504 
MAPK1_rs9340 630 1071 214 395 295 512 121 164 0,192 0,468 0,153 0,478 
MAPK1_rs2298432 631 1073 246 366 277 535 108 172 0,171 0,439 0,16 0,499 
MAPK1_rs9610470 631 1084 351 651 242 377 38 56 0,06 0,384 0,052 0,348 
MAPK1_rs11913721 631 1075 214 396 296 514 121 165 0,192 0,469 0,153 0,478 
IL6_rs2069824 630 1084 525 913 104 161 1 10 0,002 0,165 0,009 0,149 
IL6_rs1800795 631 1073 209 350 305 516 117 207 0,185 0,483 0,193 0,481 
IL6_rs2069832 631 1073 212 348 303 519 116 206 0,184 0,48 0,192 0,484 
IL6_rs2069843 631 1084 611 1040 20 44 0 0 0 0,032 0 0,041 
IL6_rs2069860 631 1083 627 1068 4 15 0 0 0 0,006 0 0,014 
MAPK14_rs851034 631 1073 311 526 270 471 50 76 0,079 0,428 0,071 0,439 
MAPK14_rs851024 631 1081 154 291 346 531 131 259 0,208 0,548 0,24 0,491 
MAPK14_rs851023 631 1084 468 793 149 271 14 20 0,022 0,236 0,018 0,25 
MAPK14_rs2145362 631 1075 505 852 117 216 9 7 0,014 0,185 0,007 0,201 
MAPK14_rs851006 631 1075 342 589 243 407 46 79 0,073 0,385 0,073 0,379 
MAPK14_rs12200998 631 1073 153 289 346 518 132 266 0,209 0,548 0,248 0,483 
MAPK14_rs7757672 631 1075 285 535 294 441 52 99 0,082 0,466 0,092 0,41 
STAT3_rs2272087 628 1067 442 737 170 304 16 26 0,025 0,271 0,024 0,285 
STAT3_rs1053005 631 1074 417 683 189 354 25 37 0,04 0,3 0,034 0,33 
STAT3_rs2293152 631 1073 226 389 296 514 109 170 0,173 0,469 0,158 0,479 
STAT3_rs3816769 631 1081 270 443 284 499 77 139 0,122 0,45 0,129 0,462 
STAT3_rs9912773 631 1084 348 587 241 434 42 63 0,067 0,382 0,058 0,4 
STAT3_rs744166 630 1082 214 346 311 537 105 199 0,167 0,494 0,184 0,496 
IL6ST_rs10471960 631 1081 485 839 137 226 9 16 0,014 0,217 0,015 0,209 
IL6ST_rs1900173 631 1082 538 923 91 156 2 3 0,003 0,144 0,003 0,144 
IL6ST_rs11574780 631 1084 571 1003 58 81 2 0 0,003 0,092 0 0,075 
IL6ST_rs7719246 631 1084 476 823 144 241 11 20 0,017 0,228 0,018 0,222 
IL6ST_rs10940495 631 1081 336 559 245 449 50 73 0,079 0,388 0,068 0,415 
IL6ST_rs6870870 630 1076 228 368 293 539 109 169 0,173 0,465 0,157 0,501 
JAK1_rs310244 631 1071 362 627 226 384 43 60 0,068 0,358 0,056 0,359 
JAK1_rs2780819 631 1076 319 574 257 422 55 80 0,087 0,407 0,074 0,392 
JAK1_rs188698 631 1083 257 474 295 489 79 120 0,125 0,468 0,111 0,452 
JAK1_rs310228 631 1074 470 813 146 245 15 16 0,024 0,231 0,015 0,228 
JAK1_rs2256298 631 1082 316 578 274 431 41 73 0,065 0,434 0,067 0,398 
JAK1_rs310236 630 1068 256 473 294 477 80 118 0,127 0,467 0,11 0,447 
JAK1_rs3790541 631 1077 500 886 124 177 7 14 0,011 0,197 0,013 0,164 
JAK1_rs310202 631 1080 380 692 224 334 27 54 0,043 0,355 0,05 0,309 
JAK1_rs310199 630 1073 318 571 261 422 51 80 0,081 0,414 0,075 0,393 
PIK3R1_rs40419 631 1079 202 367 323 499 106 213 0,168 0,512 0,197 0,462 
PIK3R1_rs706713 630 1083 361 612 229 405 40 66 0,063 0,363 0,061 0,374 
PIK3R1_rs7713645 631 1072 155 293 347 510 129 269 0,204 0,55 0,251 0,476 
PIK3R1_rs34300 631 1075 473 778 144 279 14 18 0,022 0,228 0,017 0,26 
PIK3R1_rs10940160 631 1083 182 316 322 528 127 239 0,201 0,51 0,221 0,488 
PIK3R1_rs2161120 631 1078 190 334 321 518 120 226 0,19 0,509 0,21 0,481 




PIK3R1_rs1819987 631 1079 232 401 299 502 100 176 0,158 0,474 0,163 0,465 
PIK3R1_rs34306 631 1082 456 758 158 297 17 27 0,027 0,25 0,025 0,274 
PIK3R1_rs1550805 631 1083 527 889 96 180 8 14 0,013 0,152 0,013 0,166 
PIK3R1_rs1445760 631 1081 176 280 318 552 137 249 0,217 0,504 0,23 0,511 
PIK3R1_rs1043526 631 1084 465 809 153 256 13 19 0,021 0,242 0,018 0,236 
PIK3R1_rs9291926 629 1072 160 258 321 560 148 254 0,235 0,51 0,237 0,522 
PIK3CG_rs4727666 631 1082 420 713 193 321 18 48 0,029 0,306 0,044 0,297 
PIK3CG_rs1526083 631 1072 227 417 300 491 104 164 0,165 0,475 0,153 0,458 
PIK3CG_rs849367 631 1084 507 879 119 190 5 15 0,008 0,189 0,014 0,175 
PIK3CG_rs4730205 631 1082 296 510 276 454 59 118 0,094 0,437 0,109 0,42 
PIK3CG_rs12667819 631 1081 188 351 309 516 134 214 0,212 0,49 0,198 0,477 
PIK3CG_rs849412 630 1083 468 811 153 247 9 25 0,014 0,243 0,023 0,228 
PTPN11_rs11066301 630 1080 192 331 299 520 139 229 0,221 0,475 0,212 0,481 
PTPN11_rs2301756 631 1082 499 888 121 185 11 9 0,017 0,192 0,008 0,171 
PTPN11_rs11066323 631 1076 534 925 93 144 4 7 0,006 0,147 0,007 0,134 
PTPN22_rs2476601 631 1083 484 865 140 199 7 19 0,011 0,222 0,018 0,184 
IL6R_rs952146 631 1075 228 431 297 489 106 155 0,168 0,471 0,144 0,455 
IL6R_rs4845618 631 1075 190 321 322 530 119 224 0,189 0,51 0,208 0,493 
IL6R_rs7549250 630 1083 195 334 317 527 118 222 0,187 0,503 0,205 0,487 
IL6R_rs7518199 631 1074 226 405 316 505 89 164 0,141 0,501 0,153 0,47 
IL6R_rs4845623 631 1076 215 393 324 507 92 176 0,146 0,513 0,164 0,471 
IL6R_rs4845374 631 1074 430 749 187 302 14 23 0,022 0,296 0,021 0,281 
IL6R_rs8192284 631 1082 226 417 315 502 90 163 0,143 0,499 0,151 0,464 
IL6R_rs2229238 631 1073 416 681 191 347 24 45 0,038 0,303 0,042 0,323 































Tab. 17: Primäre Studie: 73 SNPs mit den Berechnungen nach dem dominanten, additiven und 
rezessiven Modell mit jeweils p nach Wald, Odds Ratio und 95%-CI (=95% Konfidenz- 
intervall) nach Adjustierung auf die Risikofaktoren Diabetes mellitus, Bluthochdruck,  
BMI, Rauchen und Geschlecht 
 
 dominant additiv rezessiv 










































































































NA NA (NA) 
































































































































































































































































































































































































































































































































































Tab. 18: Replikationsstudie: Der signifikanteste SNP mit den Qualitätskriterien Call rate (CR),  
Chi-Quadrat-Test, Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE), Frequenz des selteneren Allels 
(minAF) bei Kontrollen (co) und Fällen (ca) sowie Anzahl (N) der Kontrollen (co) und 
Fälle (ca) 
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